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Summary
The four cysteine rich proteins (CRPs), encoded by the CSRP -genes, form a subclass
of the LIM-only proteins. These proteins mediate protein-protein interactions and are
of fundamental importance for cell differentiation, cytoskeletal remodeling, and trans-
criptional regulation. This thesis examines the establishment and characterization of a
Csrp2 -deficient mouse strain that was created by insertion of a neomycin resistance gene
cassette into exon 4 of the Csrp2 gene. The deficiency was proven on the DNA-, RNA-
and protein-level. After backcrossing to generation N10 the respective mouse strain was
transferred into the European Mouse Mutant Archive.
It was shown that mice lacking a functional Csrp2 gene are viable and fertile. The
frequency of homozygous nulls in the offspring of heterozygous matings is in accordance
with the Mendelian genetics. A comparative analysis of the gene expression of the different
Csrp genes was performed to verifiy the data from literature and to explore a potential
related regulation of the other CRP-family members. The analysis revealed that Csrp1
was expressed in all organs tested, Csrp2 was found in kidney, liver, heart, lung, bladder,
testis and ovar/uterus, and Csrp3 was expressed in heart and skeletal muscle, respectively.
The good general condition of the Csrp2 -ko. mouse might be caused by the adoption of
the functions through CRP1 and/or CRP3. However, for both of them no change could
be found in the amount of expressed mRNA or protein in the knock-outs.
In skin fibroblasts and hepatic stellate cells, CRP2 has a dual subcellular expression
pattern along the actin filaments and in the nucleus. In both cell types, no change of
the structure of the actin-based cytoskeleton was induced as a consequence of the intro-
duced deficiency. Since CRP-proteins are associated with important regulatory functions
of cell differentiation, the hepatic stellate cells located in the liver have been examined
more precisely. These cells specifically expressing Csrp2 play an important role in the
development of liver fibrosis. In line with the transdifferentiation from HSC to MFB the
increasing expression of Csrp2 could be demonstrated in cell culture. It was investigated
via the CCl4 induced liver fibrosis model whether the knock-out of the Csrp2 gene had an
influence on the susceptibility of fibrosis. The increased expression of Csrp2 in the treated
wild type animals in comparison to the non-treated animals could clearly be shown. In
all animals treated with CCl4, the fibrosis was well established. Via the analysis of ap-
propriate marker genes no difference could be detected between wild type and knock-outs
regarding the transdifferentiation in vitro and the susceptibility of fibrosis in vivo. Thus
it can be assumed that the up-regulation of Csrp2 does not cause liver fibrosis since the
Csrp2 -nulls showed no altered tolerance towards liver fibrosis with the used model.
Although the Csrp2 -ko. mice showed no obvious, severe phenotype, there were small
architectural changes detectable in the heart. Electronmicroscopic studies and α-actinin
stainings in the heart showed that the Z-line is distinctive normal. Slightly enlarged car-
diomyocytes and a marginal more folded intercalated disk with increased expression of
the adherens junction proteins (β-catenin and N-RAP) were found. Furthermore, enlar-
ged heart fibers, slightly dilated thinner left ventricle and a diminished heart activity
were detected. Together these changes in the heart demonstrate that the Csrp2 -ko. mice
develop a mild form of the dilated cardiomyopathy (DCM).
In summary, it was shown that a functional CRP2 protein is not necessary for the
development of the mouse embryo. Furthermore, it was demonstrated that the adult nulls
display a mild cardiac phenotype. No alteration in susceptibility against toxins triggering
hepatic fibrogenesis were observed.
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Zusammenfassung
Die vier Cystein-reichen Proteine (CRPs), welche durch die CSRP -Gene codiert werden,
bilden eine Untergruppe der LIM-Proteine. Sie vermitteln Protein-Protein-Interaktionen
und spielen eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung, dem Umbau des Cytoskeletts
und der transkriptionellen Regulation. Diese Dissertation beinhaltet die Etablierung und
Charakterisierung einer Csrp2 -defizienten Mauslinie. Der Knock-out wurde durch die
Insertion einer Neomycin-Kassette in Exon 4 des Csrp2 -Gens generiert und die erzeugte
Gendefizienz auf DNA-, RNA- und Proteinebene u¨berpru¨ft. Die bis zur Generation N10
ru¨ckgekreuzten Ma¨use wurden ins Europa¨ische Maus Mutanten Archiv eingebracht.
Es wurde gezeigt, dass die ko.-Ma¨use lebensfa¨hig und fertil sind. Die Ha¨ufigkeit der
Nullmutanten in den Nachkommen heterozygoter Verpaarungen entspricht den Erwartun-
gen der Mendelschen Gesetze. Um die Literaturdaten zu u¨berpru¨fen und eine eventuelle
kompensatorische Regulation der anderen CRP-Familienmitglieder zu detektieren wurde
eine vergleichende Genexpressionsanalyse der Csrp-Gene wurde durchgefu¨hrt. Die Analy-
se ergab, dass Csrp1 in allen untersuchten Organen, Csrp2 in Niere, Leber, Herz, Lunge,
Hoden bzw. Ovar/Uterus und Blase und Csrp3 in Herz- und Skelettmuskel exprimiert
wird. Der gute Allgemeinzustand der Csrp2 -ko.-Maus ko¨nnte auf der U¨bernahme der
Funktion durch CRP1 und/oder CRP3 beruhen, doch es wurde keine kompensatorische
Expressionsa¨nderungen dieser Gene nachgewiesen.
In Hautfibroblasten und hepatischen Sternzellen besitzt CRP2 eine duale subzellula¨re
Verteilung entlang der Aktinfilamente und im Kern. Ein Verlust des funktionellen CRP2
fu¨hrte nicht zu strukturellen A¨nderung des Aktin-Zytoskeletts. Da CRP-Proteinen eine
wichtige Funktion bei der Steuerung zellula¨rer Differenzierungsprozesse zugeordnet wird,
wurden die in der Leber situierten hepatischen Sternzellen genauer untersucht. Diese Zel-
len exprimieren spezifisch Csrp2 und spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Leberfibrose. In Zellkultur wurde im Rahmen der Transdifferenzierung von HSC zu MFB
eine ansteigende Csrp2 -Expression nachgewiesen. Mittels des CCl4-Leberfibrosemodells
wurde untersucht, ob der Knock-out des Csrp2 -Gens die Fibrosesuszeptibilita¨t beein-
flusst. In den behandelten WT-Tieren konnte die Hochregulation von Csrp2 gegenu¨ber
den unbehandelten Tieren deutlich gezeigt werden. In allen mit CCl4 behandelten Tie-
ren war die Fibrose gut entwickelt. Die Analyse der entsprechenden Markergene zeigte
weder bei der Transdifferenzierung in vitro noch bei der Fibrosesuszeptibilita¨t in vivo
ein Unterschied zwischen WT und ko.. Somit ist davon auszugehen, dass die Hochregula-
tion des Csrp2 nicht ursa¨chlich fu¨r die Leberfibrose ist, da die Csrp2 -ko.-Ma¨use in dem
verwendeten Modell keine vera¨nderte Fibrosetoleranz besitzen.
Obwohl die Csrp2 -ko.-Ma¨use keinen offensichtlichen, schwerwiegenden Pha¨notyp be-
sitzen, wurden geringe architekturelle Vera¨nderungen im Herzen detektiert. Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen und α-Actinin-Fa¨rbungen ergaben, dass die Z-Scheibe
normal ausgepra¨gt ist. Es wurden leicht vergro¨ßerte Kardiomyocyten und eine geringfu¨gig
sta¨rker gefaltete intercalated disk mit versta¨rkter Expression der adherens junction Pro-
teine (β-Catenin und N-RAP) detektiert. Weiterhin wurden vergro¨ßerte Herzfasern, leicht
dilatierte du¨nnere linke Ventrikel und eine verminderte Herzleistung festgestellt. Diese
Vera¨nderungen deuten darauf hin, dass der Verlust von CRP2 zu einer milden Form der
dilatierten Kardiomyopathie (DCM) fu¨hrt.
Insgesamt wurde gezeigt, dass ein funktionelles CRP2-Protein fu¨r die Embryonalent-
wicklung nicht notwendig ist. Weiterhin ergab diese Arbeit, dass ein Fehlen von CRP2 bei
den adulten Tieren eine schwache Form der dilatierten Kardiomyopathie bedingt. Eine
vera¨nderte Suszeptibilita¨t fu¨r fibrosierende Lebererkrankungen konnte nicht nachgewie-
sen werden.
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1 Einleitung
1.1 LIM-Proteine
Als LIM-Proteine werden Proteine bezeichnet, die mindestens eine LIM-Doma¨ne bein-
halten. Die Benennung LIM setzt sich aus den Genen Lin11, Isl1 und Mec3 zusam-
men, in denen diese funktionelle Einheit als erstes entdeckt wurde (Arber und Caroni,
1996). Das LIM-Motiv besteht aus einer 50 - 60 Aminosa¨uren langen Konsensussequenz
(CX2CX16−23HX2CX2CX2CX16−21CX2(C/H/D)) mit hochkonservierten Cysteinen, wel-
che 2 Zinkionen komplexieren und eine Tandem-Zinkfinger-Struktur ausbilden (Khurana
et al., 2002). Die LIM-Doma¨nen besitzen keine katalytische Aktivita¨t, sondern dienen
als Protein-Interaktionsfla¨chen zur Assemblierung von Multiproteinkomplexen (Kadrmas
und Beckerle, 2004).
Dabei ist ein LIM-Motiv in der Lage gleichzeitig mit einem LIM-Motiv und einer wei-
teren Komponente zu interagieren (Arber und Caroni, 1996). In allen gut untersuchten
Abbildung 1: Humane LIM Proteine. Doma¨nenstruktur einiger Mitglieder der Haupt-
LIM-Familien (A) und eine Liste der identifizierten Mitglieder jeder LIM-Familie (B).
Entnommen aus Kadrmas und Beckerle (2004), vollsta¨ndiges Abku¨rzungsverzeichnis
siehe dort.
1 Einleitung
Eukaryoten-Genomen wurden Gene fu¨r LIM-Proteine gefunden, was bedeutet, dass sie
evolutionell konserviert sind. Zur Zeit sind im humanen Genom 58 solcher Gene bekannt.
Die LIM-Proteine werden aufgrund ihrer Struktur, bzw. Lokalisation in 4 Gruppen auf-
geteilt: nuclear only, LIM only, LIM actin associated und LIM catalytic (siehe Abbildung
1 aus Kadrmas und Beckerle (2004)).
Obwohl LIM-Proteine spezifische Bindungspartner besitzen, konnte diesbezu¨glich bis
jetzt keine spezifische Konsensus-Bindesequenz oder strukturelles Element gefunden wer-
den (Kadrmas und Beckerle, 2004). LIM-Zinkfinger a¨hneln den DNA-bindenden Zink-
fingern in bekannten Transkriptionsfaktoren, den GATA-Faktoren (Konrat et al., 1997).
Bisher konnte in vitro eine sequenzunabha¨ngige DNA-Bindung der LIM-Doma¨nen gezeigt
werden, was darauf hindeutet, dass diese Doma¨nen bei der sequenzspezifischen DNA-
Bindung LIM-beinhaltender Transkriptionsfaktoren nicht beteiligt ist.
LIM-Proteine spielen bei diversen biologischen Prozessen eine große Rolle, wie bei der
Regulation von Organisation und Dynamik der Aktinfilamente (z. B. ALP, Cypher), der
neuronalen Wegfindung (z. B. MICAL), der integrin-abha¨ngigen Adhesion und Signalge-
bung (z. B. N-RAP, Paxillin) sowie der zellula¨ren Determinierung und gewebsspezifischer
Expression (z. B. LHx) (Kadrmas und Beckerle, 2004). Die Klasse der LIM-only-Proteine
scheint eine wichtige Rolle bei Differenzierung und Zellwachstum zu spielen und sie sind
in der Lage u¨ber die LIM Doma¨nen auch andere LIM-Proteine zu binden (Arber und
Caroni, 1996). Auf eine der LIM-only Untergruppen, die cysteine-rich proteins (CRP),
soll im Folgenden na¨her eingegangen werden.
1.2 CRP-Proteinfamilie
Die Familie der CRP-Proteine entha¨lt die Mitglieder CRP1, CRP2, CRP3 (auch Muskel
LIM Protein (MLP) genannt) und Thymus LIM Protein (TLP). Es besteht die Konven-
tion, dass die Gene, welche die CRP-Proteine codieren, als CSRP bezeichnet werden.
Den CRP-Proteinen sind folgende strukturelle Eigenschaften gemeinsam: die C-terminal
der LIM-Doma¨nen gelegenen konservierten Glycin-reichen Regionen, die Details der LIM-
Fingerstrukturen mit der Konsensussequenz (CX2CX17HX2CX2CX2CX17CX2C) und die
La¨nge des flexiblen Linkers (56 - 59 Aminosa¨uren) zwischen den beiden LIM-Doma¨nen
(Weiskirchen et al., 1995) (siehe Abbildung 2). Innerhalb der Glycin-reichen Regionen
wurde ein putatives Kern-Lokalisations-Signal KKYGPK gefunden (Jain et al., 1996), was
neben der in vitro gezeigten DNA-Bindefa¨higkeit der LIM-Doma¨nen dafu¨r spricht, dass
die CRPs nicht nur mittels Diffusion ohne aktiven Ru¨cktransport in den Kern gelangen
(Pomies et al., 1997). TLP besitzt kein Kern-Lokalisations-Signal und ist im Cytoplasma
lokalisiert. CRP1-3 zeigen jeweils eine duale subzellula¨re Lokalisation, mit einem kleinen
Teil an nuklea¨rem und einem Großteil an Aktin-assoziiertem Protein (Arber und Caroni,
1996). Alle CRPs sind in der Lage Zyxin, ein LIM actin-associated protein lokalisiert
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in den focal adhesions, und α-Actinin, ein Aktinfilament bu¨ndelndes Protein, zu binden
(Harper et al., 2000).
Abbildung 2: Schematische Abbildung der molekularen Architektur der CRP-Proteine.
Neben den genannten A¨hnlichkeiten der CRP1-3 existieren fu¨r jedes Protein auch spe-
zielle Bindungspartner, z. B. ist nur CRP3 in der Lage βI-Spektrin zu binden (Khurana
et al., 2002), und sie werden unterschiedlich in den Organen und Zelltypen exprimiert.
Im Folgenden soll kurz dargestellt werden, was u¨ber die distinkten Funktionen von CRP1
und CRP3 bekannt ist. TLP wird aufgrund der Thymus-spezifischen Expression nicht
weiter betrachtet und CRP2 wird im na¨chsten Kapitel gesondert beschrieben.
CSRP1 wird vorherrschend in glatten Muskelzellderivaten exprimiert und versta¨rkt bei
U¨berexpression die Differenzierung von Myoblasten in Kultur (Pomies et al., 1997). Die
CSRP1 -mRNA ist in der Embryonalentwicklung ab Tag E7 nachweisbar und fa¨llt vom
zeitlichen Ablauf der Expression in den Geweben, außer in der Blase, mit der Initiation der
Differenzierung der smooth muscle cells (SMC) (detektierbar z. B. durch smooth muscle α
actin (α-SMA)) zusammen. In den adulten Organen wird CRP1 stark in Lunge, Gehirn,
Niere, Blase und moderat in Herz, Milz, Muskel und dort meist in SMC-Populationen
exprimiert (Henderson et al., 1999). CRP1 kann direkt und spezifisch an α-Actinin binden
(Pomies et al., 1997). Diese Bindung wird u¨ber die α-Helixstruktur der Aminosa¨uren (AS)
62 - 79 der ersten Glycin-reichen Region vermittelt. Aufgrund von Sequenzunterschieden
zwischen der C- und N-terminalen Glycin-reichen Region ist bei letzterer die ausgebildete
α-Helix um 3 Aminosa¨uren ku¨rzer und somit nicht in der Lage α-Actinin zu binden
(Harper et al., 2000).
Der murine Csrp1 -Genlokus umfaßt ca. 30 kb und ist in die nicht-codierenden Exons
1A, 1B mit jeweils einem Promotor und die codierenden Exons 2 - 6 unterteilt. In RNA-
Proben aus kompletten Embryonen sowie aus adulter Aorta, Niere und Lunge wurden
Transkripte von beiden Promotoren nachgewiesen; evtl. erfolgt u¨ber diese Promotoren
innerhalb der Organe noch eine weitere Regulation (Lilly et al., 2001). Im Csrp1 -Gen
wurde zwischen den Exons 1B und 2 eine 1,9 kb lange Enhancerregion gefunden, wel-
che mehrere Sp-1, AP-2 und GATA-Bindemotive und eine singula¨re CArG-Box beinhal-
tet. Diese Box kann den Serum-Response Faktor (SRF) binden und es wurde gezeigt,
dass sie sowohl in transgenen Ma¨usen als auch in Zellkultur notwendig fu¨r die Expres-
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sion von CRP1 in SMC ist (Lilly et al., 2001). In der Na¨he der CArG-Box wurde als
weiteres regulatives Element ein cyclic AMP response element (CRE) detekiert, wel-
ches CREB bindet und dadurch die Expression von CRP1 versta¨rkt (Najwer und Lilly,
2005). Csrp1 wird durch einen Calcium-abha¨ngigen Signalweg u¨ber die Aktivierung von
Calcium/Calmodulin-abha¨ngiger Proteinkinase IV und nachfolgender Phosphorylierung
von CREB kontrolliert. In SMC wurde gezeigt, dass Ca2+ eine große Rolle bei der Re-
gulation der Kontraktilita¨t spielt und mit einem differenzierten Pha¨notyp verbunden ist
(Najwer und Lilly, 2005).
Vor kurzem wurde herausgefunden, dass das cytosolische, an Aktinfilamenten lokalisier-
te CRP1 sich in zwei Populationen aufteilt, in eine Gruppe, die u¨ber α-Actinin gebunden
ans Aktinskelett assoziiert und eine Gruppe die direkt an Aktin bindet. Dabei hat CRP1
keinen Einfluß auf die Fa¨higkeit von α-Actinin die Aktinfilamente zu bu¨ndeln, woraus
folgt, dass beide Proteine unterschiedliche Bindungsstellen am Aktin besitzen und nicht
miteinander kompetitieren. CRP1 kann sowohl selbsta¨ndig Aktinfilamente bu¨ndeln, als
auch die Interaktion von α-Actinin mit den Aktinfilamenten der Stressfaserbu¨ndel stabili-
sieren (Tran et al., 2005).
CRP3/MLP wird spezifisch in den Zellen gestreifter Muskulatur exprimiert und ist
in der adulten Ratte im Herzen und im Skelettmuskel nachweisbar. Dieses Expressions-
muster ist in der Evolution konserviert und es wurde gezeigt, dass die myogene Differen-
zierung nach der Induktion des Transkriptionsfaktors Myogenin von CRP3 abha¨ngig ist
(Arber et al., 1994). 1996 wurde das humane Ortholog (auch CLP genannt) identifiziert,
welches in Expressionsverhalten und Proteinstruktur MLP sehr a¨hnlich ist; die 5’ und
3’ untranslatierte Regionen (UTR) zeigen aber keine Homologie zwischen Mensch und
Ratte (Fung et al., 1996). MLP ist in der Zelle zuna¨chst strikt nuklea¨r, anschließend auch
im Cytosol lokalisiert. Dort assoziiert MLP mit der Z-Scheibe und den adherens junctions
(Arber et al. (1997), Ehler et al. (2001)). MLP ist in der Lage βI-Spektrin, Telethonin,
N-RAP, Zyxin und α-Actinin zu binden, wobei fu¨r MLP, α-Actinin und N-RAP die
Bildung eines terna¨ren Komplexes gezeigt wurde, dessen einzelne Komponenten nicht
kompetitiv sind (Gehmlich et al., 2004).
Es wurde durch Ersatz des Exon 2 mittels einer Neomycin-Kassette eine mlp-ko.-Maus
generiert, die verschiedene Auspra¨gungen einer dilatierten Kardiomyopathie (DCM) auf-
weist. Der sogenannte fru¨he Pha¨notyp ist gekennzeichnet durch drastisch vergro¨ßerte
Herzen und Tod bis zur 2. Lebenswoche. Er tritt in 45 - 65 % der Ma¨use auf. Der spa¨te
Pha¨notyp entwickelt eine DCM in 100 % der Fa¨lle, ist aber lebensfa¨hig und fertil (Arber
et al., 1997). Die Auswirkungen des mlp-ko. auf das Herz wurden in mehreren Studien
genau untersucht und ergaben folgende Beobachtungen im Vergleich zum Wildtyp:
– Die Kardiomyoten sind irregula¨rer geformt, variabler in der Zellgro¨ße und bilden
deswegen mehr Zell-Zellkontakte aus, erkennbar an der Hochregulation der adhe-
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rens junction Proteine (Cadherin, β-Catenin, Vinculin, α-Actinin und N-RAP).
Die Kardiomyocyten zeigen eine ungeordnete Myofibrillenanordnung (Ehler et al.
(2001), Leu et al. (2001)).
– Die Herzen der ko.-Tiere sind schwerer, dilatiert, haben du¨nnere linke Ventrikel
(LV)-Wa¨nde und die Funktion des Herzens, gezeigt durch verringertes fractional
shortening (% FS), nimmt mit dem Alter stark gegenu¨ber dem Wildtyp ab (Omens
et al. (2002), Kno¨ll et al. (2002)).
– Die passiven ventrikula¨ren Mechanismen sind, vermutlich durch gro¨ßere Steifheit,
beeinflußt. Die diastolische Dysfunktion in jungen mlp-ko.-Tieren vor Entwicklung
der DCM lassen vermuten, dass sie auf eine verminderte Titin-Funktion zuru¨ck-
zufu¨hren sind, mit welchemMLP normalerweise indirekt u¨ber Telethonin interagiert
(Omens et al. (2002), Lorenzen-Schmidt et al. (2005)).
In humanen Patienten mit DCM wurde eine Mutation und in Patienten mit hypertro-
pher Kardiomyopathie (HCM) wurden 3 Mutationen in CSRP3 gefunden (Geier et al.,
2003). Diese betrafen alle hochkonservierte Aminosa¨uren und die C58G-Mutation fu¨hrte
in Experimenten zum Verlust der Zinkbindefa¨higkeit des zweiten Zinkfingers der ersten
LIM-Doma¨ne sowie einem versta¨rkten proteolytischen Abbau (Gehmlich et al., 2004).
Somit wurde die Verbindung zwischen MLP-Verlust und DCM bzw. HCM durch ver-
schiedene Aspekte gezeigt und die Notwendigkeit des Proteins fu¨r die Herzfunktion nach-
gewiesen. Auch im Skelettmuskel der mlp-ko.-Ma¨use wurden Vera¨nderungen detektiert.
Diese sind eine verku¨rzte Sarkomerla¨nge, kleinere Typ 1 und 2A Fasern und eine verlang-
samte Verdrillungs-Reaktion in der fru¨hen Regenerationsphase nach eccentric contraction-
induced muscle injury, wobei letztere evtl. u¨ber die fehlende Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors MyoD durch MLP erkla¨rt werden ko¨nnte (Barash et al., 2005).
1.3 CRP2
Innerhalb dieser Arbeit werden, gema¨ß den Konventionen der entsprechenden Genom-
organisationen, das murine Gen mit Csrp2 und die homologen Gene aus anderen Spezies
mit CSRP2 bezeichnet. Die Proteine werden mit CRP2 und wo no¨tig mit der jeweiligen
Spezies benannt.
CSRP2 wurde zuerst in Wachtelfibroblasten identifiziert, in denen es nach Transforma-
tion mit dem retroviralen Oncogen v-myc deutlich herunterreguliert wird (Weiskirchen
und Bister, 1993). CRP2 ist in den verschiedenen Spezies hoch konserviert, auf Amino-
sa¨ureebene ist zwischen Huhn und Wachtel 99,5 % (Weiskirchen et al., 1995), zwischen
Huhn und Maus 95,4 % und zwischen Maus und Mensch 99,5 % (Henderson et al.,
2002) Homologie gegeben. Das humane CSRP2 wurde 1997 beschrieben, es umfaßt einen
Bereich von 22 kb, ist in ein nicht-codierendes und 5 codierende Exons aufgeteilt und
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auf Chromosom 12q lokalisiert. Im humanen Genom existiert auf Chromosom 3 noch ein
Pseudogen, welches aufgrund von kleinen Deletionen und den daraus resultierenden Lese-
rasterverschiebungen kein funktionelles Protein codiert (Weiskirchen et al., 1997). In der
Maus existiert nur eine Kopie des Csrp2 -Gens, welches ca. 20 kb umfaßt, und wie das hu-
mane in 6 Exons, von denen das Erste nicht-codierend ist, unterteilt ist. Eine 5’ gelegene
5 kb lange Enhancerregion entha¨lt mehrere Sp-1, sechs AP-2, drei GATA-Bindemotive,
viele E-Boxen und eine CArG-Box (-3103 bp) (Yet et al., 1998). Letztere ist normaler-
weise fu¨r eine SM-spezifische Expression essentiell. Es konnte fu¨r Csrp2 aber eine Region
(- 573 bis -550 bp) ermittelt werden, die fu¨r die VSMC-Expression notwendig ist und in
vivo unabha¨ngig von CArG-Box und SRF funktioniert (Chang et al., 2003b). Die E-Box
ist in der Lage Skelettmuskel-spezifische basische helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren
zu binden. Ihre Funktion in den SMC ist noch unklar, sie wurde aber z. B. auch in den
SM-Markern α-SMA und SM-myosin heavy chain (SM-MHC) gefunden (Yet et al., 1998).
Mit rekombinantem Wachtel-CRP2 wurde in Lo¨sung sowohl die Struktur der einzelnen
LIM-Doma¨nen (Konrat et al. (1997), Kontaxis et al. (1998)) als auch des kompletten
Proteins (Konrat et al. (1998), Kloiber et al. (1999)) gekla¨rt. Es wurde gezeigt, dass
beide LIM-Doma¨nen unabha¨ngig voneinander sind und sich sowohl einzeln, als auch im
vollsta¨ndigen Protein nahezu identisch falten. In Lo¨sung besitzen sie keine bevorzug-
te Orientierung zueinander, was ihre potentielle Funktion als Adapter strukturell er-
mo¨glicht (Kloiber et al., 1999). Jede LIM-Doma¨ne entha¨lt zwei orthogonale antiparallele
β-Faltbla¨tter. Sie variieren aber im jeweiligen C-terminalen Abschnitt, da auf das CCHC-
Motiv eine enge Drehung und auf das CCCC-Motiv eine α-Helix folgt. Im CCHC- und
CCCC-Motiv sind einzelne Aminosa¨uren im hydrophoben Kernbereich des Zinkfingers
verschieden zuga¨nglich (Konrat et al., 1998). Die LIM-1 Doma¨ne unterscheidet sich von
der LIM-2 Doma¨ne dadurch, dass erstere, neben Zink als strukturgebendem Element, nur
durch die hydrophoben Wechselwirkungen zusammengehalten wird, wa¨hrend die LIM-2
Doma¨ne noch zusa¨tzlich u¨ber eine intermodulare Wasserstoff- oder Salzbru¨cke verbun-
den ist (Konrat et al., 1997). Dies spiegelt sich darin wider, dass die Doma¨nen LIM-1
und LIM-2 unterschiedliche Bindungspartner besitzen. An LIM-1 bindet SRF (Chang
et al., 2003a) und CRP2BP (Weiskirchen und Gressner, 2000), an LIM-2 bindet GA-
TA4/6 (Chang et al., 2003a) und der Protein inhibitor of activated STAT1 (PIAS1)
(Weiskirchen et al., 2001a). Fu¨r α-Aktinin und Zyxin ist die genaue Bindungsstelle nicht
lokalisiert (Louis et al., 1997). Untersuchungen mit CRP1 (Harper et al., 2000) lassen
aber die Vermutung zu, dass CRP2 ebenfalls durch die erste Glycin-reiche Region die
Bindung an α-Aktinin vermittelt.
CSRP2 wird hauptsa¨chlich in arteriellen SMC exprimiert und die mRNA ist in der
adulten Ratte v. a. in Aorta, Niere, Thymus und Darm nachweisbar (Jain et al., 1996).
In der adulten Maus wurde Csrp2 -mRNA in Herz, Niere, Leber, Darm und Blase beson-
ders stark exprimiert (Gu¨nther et al., 2003). In der Niere sind die Epithelzellen, in der
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Blase die Lamina propria und in der Koronararterie die SMC Csrp2 positiv (Henderson
et al., 2002). Wa¨hrend der Embryonalentwicklung wurde CSRP2 in Hu¨hnerembryos in
Arterien und Fibroblasten nachgewiesen (Louis et al., 1997). Wa¨hrend es in Ma¨useem-
bryos in der Aorta, den umbilicalen Gefa¨ßen und den Herzventrikeln nachgewiesen wurde.
Aufgrund des erhaltenen Expressionsmusters wird vermutet, dass CRP1 und CRP2 in der
Vasculargenese eine wichtige Rolle spielen (Jain et al., 1998). Csrp2 ist dabei aber kein
fru¨her Marker fu¨r die murinen SMC (Henderson et al., 2002).
Die Beobachtungen, dass CSRP2 in Aorten-SMC nach Gefa¨ßverletzung herunterre-
guliert wird, andererseits aber in Balbc/3T3-Zellen nach Serumstimulation hochregu-
liert wird, lassen auf eine Rolle in der Wachstumskontrolle schließen (Weiskirchen et al.,
2001b). Diese Vermutung wird gesta¨rkt durch die spezifische Expression von CSRP2 in
hepatischen Sternzellen, verbunden mit der Hochregulation wa¨hrend der beginnenden
Transdifferenzierung dieser Zellen (Weiskirchen et al., 2001a). Konsistent dazu ist, dass
CSRP2 in humanen hepatozellula¨ren Karzinomen im inneren moderately differentiated
Bereich gegenu¨ber dem a¨ußeren well differentiated Bereich mehr als 3fach hochreguliert
ist (Midorikawa et al., 2002). Weiterhin wurde Csrp2 in einem murinen Hauttumor-
Modell nach Applikation des Mutagens hochreguliert und seine Hypermethylierung sowie
gene silencing sowohl in murinen Hauttumor-Zellinien als auch in humanen Prima¨rtumor-
proben gefunden. Das Wiedereinbringen von CRP2 in einer humanen Krebszellinie fu¨hrte
zu 90 %igem Abfall in der Koloniebildung und deutet eine Supression des Wachstums der
Tumorzellen an (Fraga et al., 2004).
Fu¨r CRP2 konnte die, fu¨r die CRP-Familie typische duale subzellula¨re Verteilung nach-
gewiesen werden (Arber und Caroni, 1996). CRP2 wurde im Kern von proepicardialen
Zellen wa¨hrend der fru¨hen Phase der SMC-Differenzierung detektiert. CRP2 ist alleine
nicht in der Lage sequenzspezifisch an DNA zu binden, kann aber als Transkriptions-
Kofaktor wirken. Der Komplex aus CRP2, SRF und GATA6 aktiviert die Expression
der SM-Marker α-SMA, SM22α, Calponin und SM-MHC sta¨rker als SRF allein (Chang
et al., 2003a). Vor kurzem wurde fu¨r CRP2 die direkte Bindung an F-Aktin in Kose-
dimentationsversuchen nachgewiesen. Seine Assoziation mit den Stressfaserbu¨ndeln ist
kontinuierlich im Gegensatz zum periodisch assoziierenden α-Aktinin, was auch in vivo
fu¨r eine von α-Aktinin unabha¨ngige Lokalisation spricht. Fu¨r CRP2 wird eine Funktion
als Teil eines Sensor-Komplexes postuliert, der den Polymerisationsgrad des zellula¨ren
Aktins detektiert und in den Kern translozieren kann (Grubinger und Gimona, 2004).
1.4 Leberfibrose im Tiermodell
Die Leberfibrose ist durch eine versta¨rkte Ablagerung fibrilla¨rer ECM im subendothelialen
Raum gekennzeichnet (Gressner und Weiskirchen, 2006). Dadurch werden die hepatische
Architektur und der Blutfluß durch die Leber vera¨ndert (Safadi und Friedman (2002),
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Bataller und Brenner (2005)). Die wichtigsten Abla¨ufe die zur Entwicklung einer Fibrose
fu¨hren, werden im Folgenden kurz dargestellt.
Die durch hepatotoxische Substanzen gescha¨digten Hepatozyten setzen reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) und fibrogene Mediatoren frei. Diese rekrutieren wiederum Leukozyten,
welche die HSC aktivieren. Die HSC sezernieren inflammatorische Chemokine, modulieren
die Aktivierung von Lymphozyten und transdifferenzieren zu Myofibroblasten mit kon-
traktilen und proliferativen Eigenschaften (Safadi und Friedman, 2002). Um die Abla¨ufe
wa¨hrend der Fibrose genauer untersuchen zu ko¨nnen und verschiedene Therapiestrategien
zu entwickeln und zu testen, wurden Fibrose-Tiermodelle entwickelt.
Ein perfektes Fibrose-Tiermodell wu¨rde alle der folgenden Kriterien erfu¨llen (Tsuka-
moto et al., 1990):
– Nachbildung der morphologischen Eigenschaften der humanen Fibrose
– graduelle und diskrete Progression der pathologischen Vera¨nderungen
– hohe Reproduzierbarkeit und geringe Mortalita¨t
– Reversibilita¨t bzw. Irreversibilita¨t der fibrotischen Vera¨nderungen
Die ga¨ngigsten verwendeten Modelle zur Erzeugung einer Leberfibrose in Ratten und
Ma¨usen sind Gallengangsligatur, Immun-Komplex-Modell (Sun et al., 1990) und Verab-
reichung von Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) (Jaeschke et al., 2002). Die CCl4-induzierte
Fibrose entspricht zwar keiner menschlichen Krankheit (z. B. virale Hepatitis) und pro-
gressiert in Ratten nicht bis zur Zirrhose (Constandinou et al., 2005), aber dieses Fibrose-
modell ist klar charakterisiert durch Zone III-Nekrosen und Apoptose von Hepatozyten,
gut reproduzierbar und spiegelt in einigen Aspekten die beim Menschen beobachteten
hepatotoxischen Scha¨digungen wider. Zum Beispiel konnte in diesem Fibrosemodell die
kausale Verbindung von HSC und Fibrose gezeigt werden (Tsukamoto et al., 1990).
CCl4 kann sowohl u¨ber Inhalation, orale Gabe oder subkutane bzw. intraperitoneale
Injektion appliziert werden (Constandinou et al., 2005). Das CCl4 wird u¨ber die Er-
zeugung eines CCl3*-Radikals durch die Cytochrom p450 Isoformen 2E1, 2B1 oder 2B2
aktiv. Das CCl3*-Radikal kann Nukleinsa¨uren, Proteine und Lipide binden oder mit O2
zum Trichlormethylperoxidradikal reagieren. Das CCl3OO*-Radikal startet die Ketten-
reaktion der Lipidperoxidation und zersto¨rt mehrfach ungesa¨ttigte Fettsa¨uren. Dies be-
eintra¨chtigt die Permeabilita¨t der Membranen der Zellorganellen, nimmt somit Einfluß
auf die Ca2+-Verteilung und bedingt weitere Zellscha¨den. Unter den Fettsa¨ureabbau-
produkten befinden sich u. a. reaktive Aldehyde, die ihrerseits die funktionellen Gruppen
von Proteinen binden und somit deren Enzymaktivita¨t unterbinden ko¨nnen. Auf mole-
kularer Ebene aktiviert CCl4 hauptsa¨chlich TNFα, das seinerseits Apoptose vermittelt
und TGFα und β, die Fibrose auslo¨sen. CCl4 bewirkt durch die nachfolgende Bildung
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diverser Radikale eine Fu¨lle von Reaktionen, die sehr stark vom Applikationsweg und der
verabreichten Dosis abha¨ngen (Weber et al., 2003).
1.5 Hepatische Sternzellen in der Leber
1876 beschrieb Carl von Kupffer als erster Zellen, welche um die hepatischen sinusoiden
Kapillaren in der Leber lokalisiert sind, und nannte diese aufgrund ihrer Form Sternzellen
(Kupffer, 1876). 1951 endeckte Toshio Ito perisinusoidale Zellen, welche Fetttro¨pfchen
beinhalteten und spa¨ter als Ito-Zellen benannt wurden (Ito und Nemoto, 1952). Erst
1971 wurde klar, dass diesen beiden Beobachtungen identische Zellen zugrunde liegen,
welche heutzutage als hepatische Sternzellen (HSC) bezeichnet werden (Wake, 1971).
1.5.1 HSC in vivo
Die Population der hepatischen Sternzellen macht 5-8 % der Leberzellen aus (Geerts,
2001). In der humanen Leber sind die HSC im Disse-Raum lokalisiert und weisen einen
durchschnittlichen Kern-Kern-Abstand von 40 µm auf. Sie scheinen die Sinusiode so-
mit in fixierten Absta¨nden auszukleiden und ko¨nnten das gesamte hepatische sinusoidale
Netzwerk bedecken (Pinzani und Marra, 2005). Die hepatischen Sternzellen besitzen cy-
toplasmatische Ausla¨ufer u¨ber welche sie in Kontakt mit Hepatozyten, Endothelzellen
und Nervenenden treten (Wake, 1971).
Die HSC scheinen keine einheitliche Zellpopulation zu sein, sondern weisen eine gewisse
Heterogenita¨t auf. In Nagern wurde festgestellt, dass die hepatischen Sternzellen in der
Na¨he des Portalfeldes weniger und kleinere Vitamin A-reiche Fettvakuolen enthalten als
weiter entfernte HSC (Wake und Sato, 1993). Ob der unterschiedliche Vitamin A-Gehalt
mit verschiedenen in vivo-Funktionen der Zellen korreliert, ist unklar (Magness et al.,
2004). Zudem besitzen perizentrale HSC la¨ngere Ausla¨ufer und exprimieren glial fibrillary
acidic protein (GFAP), wa¨hrend periportale HSC mehr Desmin exprimieren und ku¨rzere
Ausla¨ufer besitzen. Es ist mo¨glich, dass die periportalen HSC ju¨ngere, wenig differenzierte
Zellen darstellen (Geerts, 2001).
In der gesunden Leber sind die HSC langlebige Zellen, welche sich in der G0-Phase
befinden und an der Vitamin A-Ho¨mo¨ostase mitwirken. Das mit der Lymphe verteilte,
veresterte Retinol aus der Nahrung wird zuna¨chst im Hepatozyten hydrolysiert und zum
Teil an cellular retinol binding protein I (CRBP1) gebunden in die HSC transportiert.
Dort kann es in veresterter Form in den Fettvakuolen gelagert werden (Geerts, 2001). Ei-
ne weitere Hauptfunktion der hepatischen Sternzellen ist die Synthese von Komponenten
(v. a. Collagen Typ III und IV und Laminin) der extrazellula¨ren Matrix (ECM), welche
in der gesunden Leber 0,5 % des Gewichtes ausmacht. Die ECM-Zusammensetzung ist
wichtig fu¨r die architekturelle Integrita¨t des Disse-Raumes und die pha¨notypische Stabi-
lita¨t der umgebenden Zellen (Wells, 2005). Die HSC produzieren und sezernieren ebenfalls
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Cytokine und Wachstumsfaktoren (Sato et al., 2003). Diese Wachstumsfaktoren lassen
sich in 4 Hauptgruppen einteilen: proliferationsversta¨rkende Polypeptide wie z. B. HGF
und VEGF, Mitglieder der TGFβ-Superfamilie wie z. B. TGFβ1,2,3 und BMP6, Neutro-
phine wie z. B. NGF und ha¨matopoetische Wachstumsfaktoren wie z. B. EPO (Geerts,
2001).
Aufgrund ihrer anatomischen Lage, ultrastruktureller Bestandteile und A¨hnlichkeiten
zu Pericyten, die in anderen Organen den Blutfluß regeln, wurde fu¨r die hepatischen
Sternzellen eine Funktion als Leber-spezifische Pericyten angenommen (Pinzani und Mar-
ra, 2005). Eine Regulation des sinusoidalen Druckes durch die HSC in der gesunden Leber
wurde zur Zeit noch nicht experimentell bewiesen (Marra und Pinzani, 2002). Argumente
gegen die Funktion als Pericyten sind z. B. dass die enthaltenen Fetttro¨pfchen die Aus-
bildung von longitudinalen kontraktilen Mikrofilamenten sto¨ren und die dreidimensionale
Zellform mit den langen Ausla¨ufern sich nicht fu¨r Kontraktionen eignet (Geerts, 2001).
Diskutiert wird auch die embryonale Herkunft der HSC. Bislang wurde davon ausge-
gangen, dass sich die hepatischen Sternzellen aus einer gemeinsamen HSC-sinusoidalen-
Endothel-Vorla¨uferzelle entwickeln, welche dem Septum transversum entspringt. Dies er-
kla¨rt aber z. B. nicht die intensive Expression von Neuralleisten-Markern durch die HSC
(Friedman, 2004).
Wa¨hrend der Ausbildung einer Leberfibrose werden die hepatischen Sternzellen akti-
viert, a¨ndern ihren Pha¨notyp zu Myofibroblasten und proliferieren (Gressner und Yag-
mur, 2003). Sie verlieren ihre Fettvakuolen und exprimieren versta¨rkt und in vera¨nderter
Zusammensetzung ECM-Komponenten (v.a. Collagen I und III) (Pinzani und Marra,
2005). Die Leberfibrose ist als Wundheilungsprozeß in Reaktion auf chronische Leber-
scha¨digung zu sehen und durch die u¨berma¨ßige Ablagerung fibrilla¨rer ECM gekennzeich-
net. Neben den hepatischen Sternzellen produzieren auch Fibroblasten und Myofibro-
blasten in den Portalfeldern, glatte Muskelzellen der Gefa¨ßwa¨nde sowie die, um die zentro-
lobularen Venen gelegenen, Myofibroblasten Komponenten der extrazellula¨ren Matrix
(Pinzani und Marra, 2005). Um die Vera¨nderungen der HSC die wa¨hrend der Leberfibro-
se auftreten untersuchen zu ko¨nnen, wird die in vitro-Zellkultur auf Plastikkulturschalen
als Modellsystem verwendet.
1.5.2 HSC in vitro
Es steht fu¨r hepatische Sternzellen eine Zellisolationsmethode zur Verfu¨gung, welche auf
dem enzymatischen Verdau der Leber mit Collagenase, Pronase und DNAse beruht.
Der Verdau wird von einer Dichtegradienten-Zentrifugation mit Nycodenz gefolgt. Die-
ser Schritt nutzt den Fettreichtum der HSC und ihre dadurch relativ geringe Dichte aus
(Geerts et al., 1989). Durch Verwendung dieser Isolationsmethode ko¨nnen hepatische
Sternzellen in hoher Reinheit gewonnen werden; allerdings muß beru¨cksichtigt werden,
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dass die so gewonnene Vitamin A-reiche Population nicht das ganze pha¨notypische Spek-
trum der HSC repra¨sentiert (Friedman, 2004).
Es gibt verschiedene Mo¨glichkeiten die HSC in vitro zu kultivieren, welche sich ganz
unterschiedlich auf die Zellen auswirken. Werden sie auf Matrigel oder auf einem mit
Einzelkomponenten des Matrigels (z. B. Collagen Typ IV oder Laminin) u¨berzogenen
Polyacrylamid mit geringer Steifheit kultiviert, so behalten sie ihren ruhenden Pha¨notyp
bei. Werden die HSC auf Plastikkulturschalen oder z. B. auf mit Matrigelkomponenten
beschichteten Kulturschalen kultiviert, so transdiffenzieren sie zu Myofibroblasten (Wells,
2005). Der aktivierte Pha¨notyp wird v. a. durch die versta¨rkte Expression von α-SMA,
Collagen I und III charakterisiert (Pinzani und Marra, 2005). Dies scheint darauf hin-
zudeuten, dass nicht so sehr die chemische als viel mehr die mechanische Umgebung der
HSC fu¨r ihren Pha¨notyp entscheidend ist (Wells, 2005).
Frisch isolierte hepatische Sternzellen werden auch in den ersten Tagen der Kultur
auf Plastik als ruhend bezeichnet; sie sind kaum proliferativ und enthalten noch Fett-
tro¨pfchen. Zellen die la¨nger als 7 Tage kultiviert sind, werden als aktiviert bezeichnet.
Sie exprimieren α-SMA, sind proliferativ, fibrogen, kontraktil und enthalten kaum noch
Fettvakuolen (Wells, 2005). Es wird davon ausgegangen, dass der Aktivierung der he-
patischen Sternzellen ein 2-stufiger Prozeß zugrunde liegt, der zuerst die Erlangung der
α-SMA-Expression beinhaltet. Die 2. Stufe besteht aus der Bildung von focal adhesions
und der Organisation von Stressfasern (Wells, 2005). Dies scheint v. a. durch Smad3,
einem down-stream messenger von TGFβ, reguliert zu werden, da adenovirale U¨ber-
expression von Smad3 in HSC zu einer versta¨rkten Bildung von focal adhesions und zur
α-SMA-Organisation fu¨hrt (Uemura et al., 2005).
1.6 Generation von knock-out Ma¨usen und ihre Verwendung als
Modellsystem
Bei genetisch vera¨nderten Tieren muß zwischen transgenen Tieren und knock-out (ko.)
Tieren unterschieden werden. Erstere besitzen entweder eine zusa¨tzliche Kopie eines endo-
genen oder eines artfremden Gens, welche im Genom integriert wurde. Ko.-Tiere, auch
Nullmutanten genannt, besitzen Insertionen oder Mutationen, die die cDNA-Sequenz so
unterbrechen, dass das entsprechende Protein nicht mehr gebildet wird (Crawley, 2003).
Diese Vera¨nderungen werden meist gezielt in das Gen von Interesse u¨ber homologe Re-
kombination in embryonalen Stammzellen (ES) eingebracht (Wong, 2002).
Ma¨use eignen sich aus verschieden Gru¨nden sehr gut zur Produktion von ko.-Tieren.
Zum Einen besitzen pluripotente murine ES-Zellinien, auch nach la¨ngerer Zellkultur, die
Fa¨higkeit zur Bildung des Keimbahngewebes beizutragen, was fu¨r die Vererbung der Mu-
tation in die na¨chste Generation Voraussetzung ist (Galli-Taliadoros et al., 1995). Zum
Anderen stehen aufgrund des Maus-Genom-Projektes die notwendigen Sequenzinforma-
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tionen zur Verfu¨gung. Weitherhin beno¨tigt die Maus im Vergleich zu anderen genetisch
dem Menschen eng verwandten Sa¨ugetieren wenig Platz und Futter und vermehrt sich
schnell mit einer hohen Anzahl an Nachkommen (Doevendans et al., 1998). Beim geziel-
ten Ko. eines Genes ist darauf zu achten, dass ein adequater Ma¨usestamm als genetischer
Hintergrund gewa¨hlt wird, z. B. zeigen Tiere des Stammes FVB/N altersabha¨ngig Scha¨di-
gungen des zentralen Nervensystems (ZNS) und sind somit fu¨r Untersuchungen am ZNS
oder als Modell fu¨r eine Krankheit wie Alzheimer nicht zu verwenden (Wong, 2002). Meist
wird als ES-Zellinie eine aus weißen SV129-Ma¨usen verwendet, welche in Blastozysten ei-
ner Maus mit abweichender Fellfarbe (z. B. schwarz bei C57BL/6J) des gewa¨hlten Stam-
mes injiziert werden. Die daraus resultierenden Chima¨ren werden anhand des Anteils an
weißen Fellflecken fu¨r die weitere beno¨tigte Verpaarung abgescha¨tzt. Je mehr weißes Fell,
desto ho¨her ist der Anteil der SV129-Zelle am chima¨ren Organismus. Die weitere Verpaa-
rung ist notwendig, um die Integration der Mutation in die Keimbahn zu u¨berpru¨fen und
nachfolgend die Mutation homozygot im Genom zu etablieren (Galli-Taliadoros et al.,
1995).
Ist bekannt, dass das auszuschaltende Gen essentiell fu¨r die Embryonalentwicklung
ist, kann ein induzierbarer Ko. z. B. u¨ber das Cre/loxP-Rekombinasesystem verwendet
werden. Die Cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1 fu¨hrt zu ortsspezifischer Rekombi-
nation zwischen den 34 bp langen loxP-Motiven. In einer Mauslinie wird das zu unter-
suchende Gen mittels homologer Rekombination mit 2 loxP-Motiven flankiert. In einer
anderen vera¨nderten Mauslinie wird die Cre-Rekombinase z. B. durch gewebsspezifische
Promotoren reguliert. Durch Kreuzung der beiden Linien wird in den resultierenden Nach-
kommen immer dann das zu untersuchende Gen deletiert, wenn der Promotor, der die
Cre-Rekombinase steuert, aktiv ist (Galli-Taliadoros et al., 1995). Da dieser ko.-Ansatz
die Generation von 2 Mauslinien bedingt, wird er in der Regel nur dann angewendet,
wenn davon auszugehen ist, dass die Nullmutante ansonsten letal wa¨re.
Bevor die erzeugten ko.-Ma¨use z. B. als Modellsystem fu¨r eine Herz- oder ZNS-Er-
krankung verwendet werden ko¨nnen, muß zuna¨chst der genetische Hintergrund vereinheit-
licht werden. Dies wird durch Ru¨ckkreuzung mit dem gewu¨nschten Ma¨usestamm in
mehreren Ru¨ckkreuzungsgenerationen erreicht. Dabei wird ein heterozygotes Tier stets
mit einemWildtyptier verpaart, die resultierenden Nachkommen nach heterozygoten Tra¨-
gern der Mutation durchsucht und diese wiederum mit einem Wildtyp verpaart. Ab der
10. Ru¨ckkreuzungsgeneration (N10) kann davon ausgegangen werden, dass beobachtete
Vera¨nderungen nicht mehr auf den ES-Zell-Ma¨usestamm zuru¨ck gehen (Wong, 2002).
Weiterhin mu¨ssen der generelle Gesundheitszustand der Ma¨use und einfache neuro-
logische Reflexe u¨berpru¨ft werden, bevor sie in irgendeinem Versuch eingesetzt werden
(Crawley, 2003). Wird das mutierte Gen z. B. im Muskel exprimiert, so empfiehlt sich nach
der Untersuchung der basalen sensorischen Fa¨higkeiten die Durchfu¨hrung spezifischer
Tests zu den motorischen Fa¨higkeiten wie u. a. der Ka¨fig-Ha¨nge-Test, der die neuro-
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muskula¨re Sta¨rke u¨berpru¨ft (Karl et al., 2003). Wird das mutierte Gen beispielsweise
im ZNS exprimiert, so ko¨nnen, wenn die vorangegangenen Untersuchungen keine nega-
tiven Ergebnisse lieferten, komplexere Tests zum Lern-, Angst-, und Aggressionsverhal-
ten durchgefu¨hrt werden. Die basalen Tests sind notwendig, da z. B. mit einer blinden
Maus keinerlei Aussagen u¨ber ihr Lernverhalten beim Morris-Water-Maze gemacht wer-
den ko¨nnen, da er auf visueller Orientierung beruht (Crawley, 2003). Zeigt eine Maus
einen auffa¨lligen, einer menschlichen Krankheit a¨hnlichen Pha¨notyp, wie beispielsweise
die dilatierte Kardiomyopathie dermlp-ko.-Maus, so kann imMenschen das homologe Gen
auf Mutationen untersucht werden. Damit kann u¨berpru¨ft werden, ob es einen kausalen
Zusammenhang zwischen diesem Gen und der Krankheit gibt, sowie mo¨gliche Therapien
an der Maus getestet und ihre Auswirkungen ermittelt werden.
1.7 Generierung eines Csrp2-defizienten Ma¨usestammes
Es wurde von PD Dr. R. Weiskirchen und PD Dr. M. Moser am RWTH-Universita¨ts-
klinikum in Vorarbeiten ein Csrp2 -defizienter Mausstamm, auf dem diese Dissertation
beruht, folgendermaßen generiert:
Aus einer murinen, genomischen λ-Genbank wurden Csrp2 -spezifische Sequenzen iso-
liert und ein 3,4 kb langes BglII-Fragment in den Vektor pBS-SKII+ (Fa. Stratagene)
einkloniert. Anschließend wurde das Insert sequenziert und aus dem Plasmid K51 eine
Neomycin-Resistenz-Kassette als blunt end 1,7 kb XhoI-SalI-Fragment in die singula¨re
StuI-Schnittstelle in Exon 4 einkloniert. Ein daraus resultierendes XhoI/PacI-Fragment
mit dem vera¨nderten Exon 4 wurde in den entsprechenden genomischen Klon eingebracht.
U¨ber Transfektion wurde dieser Klon in embryonale Stammzellen von 129/SvJ-Ma¨usen
Abbildung 3: Generierung eines Csrp2 -defizienten Allels durch homologe Rekombina-
tion. Exon 4 ist hellgrau, die inserierte Neomycin-Kasette ist dunkelgrau markiert. Die
relative Lage der wichtigen Restriktionsenzyme ist durch vertikale Striche und die der
PCR-Primer der Genotypisierung ist durch Pfeile angezeigt.
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Abbildung 4: Ein repra¨sentativer Wurf F0-Foundertiere.
eingebracht und integrierte dort u¨ber homologe Rekombination (siehe Abbildung 3).
Die erhaltenen ES-Zellklone werden u¨ber die Neomycin-Resistenz selektioniert und in
Blastozysten von C57BL/6J-Ma¨usen injiziert. Diese Blastozysten wurden in die Ute-
rusho¨rner von scheinschwangeren Empfa¨ngertieren transferiert und wuchsen dort zu so-
genannten F0-Foundertieren heran. Anhand der Fellfa¨rbung dieser Chima¨ren wurde ab-
gescha¨tzt, welche Tiere am geeignesten fu¨r die Ru¨ckkreuzung mit Wildtyp C57BL/6J-
Tieren waren, um den knock-out keimbahnga¨ngig zu machen (siehe Abbildung 4). Die
daraus resultierenden F1-Nachkommen wurden mittels Southern-Blot und PCR-Geno-
typisierung (siehe 3.5.1) analysiert und Csrp2+/−-Tiere fu¨r die weiteren Ru¨ckkreuzungs-
verpaarungen sowie fu¨r die Produktion von homozygoten Csrp2 -defizienten Ma¨usen ver-
wendet.
1.8 Aufgabenstellung
Folgende Aufgaben sollten in dieser Dissertation bearbeitet werden:
– Ru¨ckkreuzung des generierten Csrp2 -defizienten Ma¨usestamms mit den entsprech-
enden Wildtyp-Tieren bis zur Generation N10, um jegliche Einflu¨sse des zur Gene-
rierung verwendeten Stammes (129/SvJ) zu beseitigen.
– Erzeugung von homozygoten Csrp2 -Tieren der Generation N10, welche fu¨r die Ver-
suche verwendet werden.
– Sicherstellung der dauerhaften Archivierung der Csrp2 -ko.-Mauslinie.
– Sequenzierung des murinen Csrp2 -Gens ab Exon 3 in C57BL/6J-Ma¨usen und Hin-
terlegung in einer Sequenzdatenbank.
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– Nachweis des Knock-outs des Csrp2 -Gens durch die Insertion einer Neomycin-
Kassette auf DNA-, RNA- und Proteinebene, als Voraussetzung fu¨r alle weiteren
Versuche.
– Herstellung der fu¨r den Beweis auf Proteinebene notwendigen Positivproben von
murinem CRP1, CRP2 und CRP3.
– Detektion des generellen Expressionsmusters der CRP-Proteine sowie U¨berpru¨fung
auf eventuelle kompensatorische Regulation von CRP1 und/oder CRP3.
– Untersuchung der HSC der Leber, aufgrund der in Ratten beschriebenen Expression
von CRP2 in diesen Zellen. Analyse ob durch den Knock-out die Transdifferenzie-
rung der HSC in vitro bzw. die Fibrosesuszeptibilita¨t der Tiere in vivo vera¨ndert
ist. Dies sollte mittels Zellkultur von Csrp2 -ko.- und WT-HSC und Verwendung
des CCl4-Fibrosemodells erfolgen.
– Ermittlung des Pha¨notyps der Csrp2 -ko.-Ma¨use sowie Dokumentation des allge-
meinen Zustands und Untersuchung auf mo¨gliche Vera¨nderungen in einzelnen Or-
ganen.
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2.1 Verbrauchsmaterial
Artikel Firma Bestell-Nr.
blaue Spitzen Kabe Labortechnik PB 1000
Deckgla¨ser, 21x26 mm Roth R© H 876
EDTA-Ro¨hrchen: Microvette R© 200 Sarstedt 20 12 88
Einbettkassetten, universal, weiß, mit
Deckel
Thermo-Electron 053760
Eppendorf-Reaktionsgefa¨ße, zuschraubbar Sarstedt 72.692.005
Eppendorf-Reaktionsgefa¨ße, 1,5 ml Sarstedt 72.690
Falcon-Ro¨hrchen schmal Falcon R© 352096
Falcon-Ro¨hrchen, breit Greiner 227261
gelbe Spitzen Sarstedt 70.760.002
Greiner Ro¨hrchen Falcon R© 2006
Kanu¨len: Neolus 20 G (0,9 mm) Ferumo R© NN-2038 R35
Kanu¨len: Neolus 21 G (0,8 mm) Ferumo R© NN-2138 R35
Kanu¨len: Neolus 26 G (0,45 mm) Ferumo R© NN-2638 R35
Ku¨vetten fu¨r DNA und RNA Roth R© X856.1
Ku¨vetten zur Proteinbestimmung Sarstedt 67.741
Membrane Sheet, 0,45 Micron Schleicher & Schuell 10401196
Membrane Sheet, 0,2 Micron Schleicher & Schuell 10401396
MultiwellTM (6 well Platte) Falcon R© 353046
MultiwellTM (12 well Platte) Falcon R© 353043
Northern-Blot-Membran: HybondTM-N,
nylon-membrane optimized
Amersham RPN 203N
Nunc cryoTubesTM Vials 1,8 ml Nunc 363401
Parafilm R© 4 In x 125 ft. Roll American National Can 9.170.005
Pasteurpipetten Brand 747715
Petrischalen fu¨r die Zellkultur,
100 x 20 mm
Sarstedt 83.1802
Petrischalen zur Bakterienkultivierung Sarstedt 82.1473
Polyallomer Centrifuge Tubes,
11 x 60 mm
Beckman 328874
Ro¨ntgenfilme X-OMAT AR (13 x 18 cm) Kodak 165 1496
Ro¨ntgenfilme X-OMAT AR (24 x 30 cm) Kodak 150 1451
Skalpelle, (Einmalartikel) Nr. 11 Feather 02.001.30.011
Skalpelle, (Einmalartikel) Nr. 21 Feather 02.001.30.021
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Sequenzier-Sa¨ulen Centri-Sep Colums Princeton Separations CS-900
Serum-Ro¨hrchen: Microvette R© 200 Sarstedt 18 13 24
Spritzen, 1ml Terumo R© 74205-01
Spritzen, 50 ml Braun 8728810F
2.2 Gera¨te
1450 Microbeta Liquid scintilation & luminescence Counter, Fa.Wallac
ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer; Fa. Applied Biosystems
Autoklaven: Vacuklav 24 R©, Fa. Melag; Varioklav R©, Fa. H+P Labortechnik
Blot-Apparatur fu¨r Westernblot: XCell IITMBlot Module; Fa. Invitrogen
Brutschra¨nke: BB 6220 (CU O2), Fa. Heraeus
Gelelektrophoreseapparatur DNA-, RNA-Gele: Sub-cell R© GT , Fa. BioRad
Gelelektrophoreseapparatur Westernblot-Gele: X Cell Sure LockTM, Fa. Invitrogen
Gel-Photogera¨t: CN-UV/WL Vilber Lourmat, Fa. MWG-Biotech
Kamera fu¨r digitale, mikroskopische Aufnahmen: HV-C20, Fa. Hitachi
Lumi ImagerTM, Fa. Boehringer, Software: LumiAnalyst
Mikroskope: DM LB, Fa. Leica; Axiovert 135M, Fa. Zeiss
Photometer: Cary 50, Fa. Varian
Ro¨ntgenfilmentwicklung: Cronex R© T-6 Processor; Fa. Du Pont
Rotationsmikrotom: RM 2145, Leica
SpeedVac Concentrator, Fa. Savant
Sterilisator: Function line, Fa. Heraeus
T3 Thermocycler, Fa. Biometra R©
Ultrazentrifugen: AvantiTM J25; OptimaTM L-70K, Fa. Beckmann
Waagen: 1364 MP (bis 4 kg), LC 621 S (bis 620 g), 2004 MP (bis 166 g), Fa. Sartorius
Zellkultur Arbeitsplatz: Hera safe, HS 12 und HSP 12, Fa. Heraeus
2.3 Chemikalien
Chemikalien Firma Bestellnummer
Agarose Roche 1685678
Ammoniumactat Merck 1.01116.0500
β-Mercaptoethanol Fluka 63690
Bio-Rad Protein Assay BioRad 500-0006
Bicin Roth 9162.2
Bis-Tris Roth 9140.2
Bis-Tris-Gel 4-12 % NuPAGE NP0321BOX
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Borsa¨ure Merck 1.00165.1000
Bromphenolblau Merck 8122
n-Butanol Merck 1.01990.1000
CaCl2 Merck 2389
CCl4 Fluka 87032
Chloroform J.T.Baker 7386
Complete R© Protease-Inhibitoren-Cocktail
(Tabletten)
Roche 1697498
CsCl ICN Biomedicals Inc. 1-800-854-0530
DMSO EGA-Chemie M8, 180-2
DOC (Deoxycholic acid Na-salt) Merck 1.06504.0100
DPX Mountant for histology Fluka 44581
DTT Roth 6908.2
Eisessig Merck 1.00063.1011
Eosin G Merck 1.15935.0025
Ethanol Riedel-de Hae¨n 32205
Ethidiumbromid Sigma R© E-2515
FicollTM PM 400 Amersham 17-0300-10
Formaldehyd-Lo¨sung Fluka 47629
Formamid Merck 1.09684.1000
FuGENE Roche 1814 443
Glucose Sigma R© G-5000
Glycin Sigma R© G-7126
Glycerin Merck 1.04093.1000
Guanidinthiocyanat (Guanidine) Sigma R© G 6639
HCl, 1 M Merck 1.09057
Isopropanol Merck 1.09634.2511
isotonische Kochsalzlo¨sung Delta Select 3563301
Kaliumacetat Merck 1.04820.1000
KCl Merck 4936
LiCl Sigma R© L-8895
MAYERS Ha¨malaunlo¨sung Merck 1.09249.0500
MES Roth 4256.4
Methanol p.A. Merck 106009
Methylgru¨n Aldrich 19,808-0
MgCl2 x 6 H2O (MgCl2-Hexahydrat) Merck 1.05833.0250
MgSO4 Merck 1058830500
Milchpulver Sucofin R© Drogerieartikel
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Mineralo¨l Sigma R© M-5904
MOPS Sigma R© M-1254
Na2CO3 (wasserfrei) Merck 106392
Na2HPO4 Merck 106585
NaCl Merck 1.06404.5000
Natriumacetat, wasserfrei Merck 1.06268.1000
Natriumhydroxid (Pla¨tzchen) Merck 1.06469.1000
Nonidet P 40 (NP40) Roche 1754599
Nucleotid-Mix (PCR) Roche 1969064
Paraffin, Histoplast Thermo-Electron 6774060
PBS Dulbecco w/o Ca2+ & Mg2+ Biochrom AG 182-50
PFA Merck 8187151000
Phenol (Roti R©-Phenol) Roth R© 0038.2
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 2 Sigma R© P-5726
Pikrinsa¨ure, wa¨ssrig, kalt, gesa¨ttigt Apotheke der RWTH
Aachen
-
Polyethylenglycol 6000 (PEG) Merck 807491
Ponceau S Sigma R© P-3504
Polyvinylpyrolidon (PVP) Sigma R© P-5288
RbCl Sigma R© R-2252
Rotiszint R© eco plus Szintilations-
Flu¨ssigkeit
Roth R© 0016.2
SDS Sigma R© L-5770
Sephadex-Gel G50 Fine Amersham 17-0042-01
Sirius Red Polysciences 09400
Titriplex III Merck 1.08418.1000
tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck 1.06448.5000
Tris-Glycin Gel 10 % anamed TG 10 110
Tris-Glycin Gel 12 % anamed TG 12 110
Triton X-100 Sigma R© T-6878
Trizma R© base, Reagent Sigma R© T 1503
Tween 20 Merck 8.22184.0500
Xylol, reinst Merck 1.08685.1000
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2.4 Enzyme
Enzym Firma Bestellnummer
Accutase PAA Laboratories L 11-007
ApaI MBI Fermentas ER1411
BamHI Roche 656275
DNase Roche 776785
T4 DNA-Ligase Roche 716359
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) Roche 1008412
EcoRI Roche 1175084
Lysozym Roche 837059
Phosphatase (alkalische) incl. Puffer 10x Roche 713023
Proteinase K Roche 03115879001
PstI Boehringer 621625
RNAse A Roche 109169
SacI Roche 10669792001
Superscript II Invitrogen 18064-014
XhoI Roche 899194
2.5 Antiko¨rper
Antiko¨rper Firma Bestellnummer
anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology sc-2005
anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology sc-2004
anti-chicken HRP Acris R1300
β-actin mouse monoclonal Sigma R© A5441
CSRP2 chicken polyclonal Abcam ab14011
CSRP3 chicken polyclonal Abcam ab14013
c-myc mouse monoclonal Sigma R© M5546
CRP1 mouse monoclonal BD Biosciences 610977
donkey anti-rabbit Rhodamine Santa Cruz Biotechnology sc-2095
Flag M2 mouse monoclonal Sigma R© F3165
α-SMA mouse monoclonal Cymbus Biotechnology CBL171
swine anti-rabbit FITC DAKO F0205
Alexa Fluor R© 488 phalloidin Molecular Probes A-12379
rhodamine phalloidin Molecular Probes R415
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Name bp Verwendung AT Sequenz 5‘ Richtung 3‘
Neo 23 Genotypisierung 50 CTG CTC TTT ACT GAA GGC TCT TT
30 23 Genotypisierung 50 CAG CAG TAG AGC TCC GAA GCT CC
31 23 Genotypisierung 50 CTA CCT TCC CAG CTC CAA TGA TC
J1 19 Sequenz. Csrp2 CTT GTA AAT CTA TAG ATC C
J2 20 Sequenz. Csrp2 GTT TCC TAA TAA GCC CTG TC
J3 20 Sequenz. Csrp2 CCA GGA TCA AAG TTT AGT AG
J4 20 Sequenz. Csrp2 CTT TCC ACA GAG TAA CAC AG
J5 20 Sequenz. Csrp2 TCT CCT TGC CAA TAT CTT CC
J6 19 Sequenz. Csrp2 CCC TCA AGT ACA ATG AGG G
J7 20 Sequenz. Csrp2 TGG TCT AGG ATG TCA GTC TG
J8 20 Sequenz. Csrp2 CAA TTT ATT TCT CAG CTC TG
J9 20 Sequenz. Csrp2 GAC ACA GTA CAG TAG ACC TC
J10 20 Sequenz. Csrp2 GCT GTC GAG TTC ACG GTT AG
J11 20 Sequenz. Csrp2 TGA ATA TCC ACA GCT CTA CC
J12 20 Sequenz. Csrp2 ATC CAG TGA CTC ATC ATA C
J13 19 Sequenz. Csrp2 TAA CAA AGG ACA ATG CTA C
J14 20 Sequenz. Csrp2 AAG ACA CTG TGG ACA GTC TC
J15 19 Sequenz. Csrp2 TAG CAT AGC CAC TGG ATC C
J16 20 Sequenz. Csrp2 GCT GAG AGA AAA GCA ACT GC
J17 20 Sequenz. Csrp2 ACT GCT GTA CTC TCT CCA GC
J18 20 Sequenz. Csrp2 TCA CTG GCT TCC GAA TCT AG
J19 19 Sequenz. Csrp2 TAC ATA CTT AAT TCA CGG G
J20 20 Sequenz. Csrp2 GTC TGT CTA AAC CTT CCC AC
J21 20 Sequenz. Csrp2 CAA ACA TCC CTC ACT GTC TC
J22 20 Sequenz. Csrp2 TGT CAG TTC ACT GTG GAC AG
J23 20 Sequenz. Csrp2 GCA GAG CAT CTT TGT AAA GG
J24 19 Sequenz. Csrp2 CTT ACC ACA CAA GAA CAT C
J25 20 Sequenz. Csrp2 AAA CTC TTG AGA TAC CTG CC
J26 20 Sequenz. Csrp2 TAA TCC CAG CAC TCA GGA AG
J27 20 Sequenz. Csrp2 ACC CAT GCA CAC ATA CAC AC
J 28r 20 Sequenz. Csrp2 GAA TCG CCA CTG TTG TGC TG
J 29r 19 Sequenz. Csrp2 TCA GTG CTA CCT CTC GAG G
J30 19 Sequenz. Csrp2 CAT ACA CCA GTG TTC GAA C
J31 20 Sequenz. Csrp2 GAC TTC AGG TTC TGC AAT GC
J32 19 Sequenz. Csrp2 TCT GTT CAC ACT CAG AGG G
J33r 19 Sequenz. Csrp2 GTC CTG ACA AAG AGT CAC C
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J34r 20 Sequenz. Csrp2 GAA ATA TGC ACC CAG ACT CC
J35r 19 Sequenz. Csrp2 AGA GGT CTA CTG TAC TGT G
J36r 19 Sequenz. Csrp2 CTC ATG TGT CAG CTG TAC C
J37 19 Sequenz. Csrp2 TAC CAG AGC AAA GAC TGA G
J38 20 Sequenz. Csrp2 CTG GTG CAG CAA GTG ACA AG
J39r 21 Sequenz. Csrp2 AAG CAG ACC ATG GTC AGT GAG
J40r 20 Sequenz. Csrp2 AGG AAG TGG ACC TGT CTG GG
J41r 19 Sequenz. Csrp2 TGA GTG CTG GGA TTA GAG G
J42 20 Sequenz. Csrp2 CGT AGT GAC ACA TCG ACC TC
J43r 22 Sequenz. Csrp2 GGT ATT GGT TTC TTG GTC TCA G
J44 19 Sequenz. Csrp2 GCA CCA GCA CAC TCT CAA G
J45r 19 Sequenz. Csrp2 CAC GGC ACG TGT TTT TAC C
crp1klonfor 22 PCR Csrp1 58 TCT CCC TGG ACA GAG CAG AAT G
crp1klonrev 22 PCR Csrp1 58 CTC ACT CTG AGT GAA CCA AGG C
crp2klonfor 22 PCR Csrp2 58 CTC CCT CCT CCC ACT CGG AAT G
crp2klonrev 25 PCR Csrp2 58 TTA CTG GTT CAC ACC ATT ACT GAG C
crp3klonfor 22 PCR Csrp3 58 TTG GCC CAG AGT CTT CAC CAT G
crp3klonrev 21 PCR Csrp3 58 AGC AGG CAG CTT CAC TCC TTC
Crp1Ex4-5for 21 PCR Csrp1 58 AGA ATC TGG ACA GCA CCA CCG
Crp1Ex4-5rev 21 PCR Csrp1 58 CAT AGA CCG CCT GGC TAC AGC
Crp2Ex5-6for 20 PCR Csrp2 58 GGT GTG CCA AGT GTG GGA AG
Crp2Ex5-6rev 19 PCR Csrp2 58 GGG AGA GTG CAG CGC TGT C
CRP3Ex2-3for 21 PCR Csrp3 58 TGA CCT TGG CCC AGA GTC TTC
CRP3Ex2-3rev 21 PCR Csrp3 58 TGG AAC TGC AGG CCA AGA TGC
GAPDH1j 19 PCR Gapdh 56 ACT GCC ACC CAG AAG ACT G
GAPDH2j 19 PCR Gapdh 56 CAC CAC CCT GTT GCT GTA G
meNos-for 21 PCR Nitritoxyds. 56 GGT GGA CAC AAG GCT GGA GGA
meNos-rev 21 PCR Nitritoxyds. 56 GAA GTA AGT GAG AGC CTG GCG
mDec-for 23 PCR Decorin 56 CAT GAG ATA ATC ATG AAG GCA AC
mDec-rev 23 PCR Decorin 56 GTG ATC TCA TTC TCA TGG ACA CG
mAlb-for 21 PCR Albumin 56 GGT CTC ATC TGT CCG TCA GAG
mAlb-rev 21 PCR Albumin 56 GGA AGA CAT CCT TGG CCT CAG
mFuc-R-for 21 PCR Fucose-Rez. 56 GTG ACT GTG TTC TTC TCT CTC
mFuc-R-rev 20 PCR Fucose-Rez. 56 CTC CAA GGA GCT TCT CAG TG
racs 18 PCR SM actin 54 GCT GAC AGG ATG CAG AAG
racr 18 PCR SM actin 54 CTG GTG ACA GCA GTC TTG
SM080 18 PCR Collagen III 54 GCA GGA CCT AGA GGA GTA
SM081 18 PCR Collagen III 54 CTG GTT GGC CAG CAT CAC
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colup 20 PCR Collagen I 54 ATG TTC AGC TTT GTG GAC CT
collo 19 PCR Collagen I 54 CAG CTG ACT TCA GGG ATG T
MA001 20 Sequenz. (CMV) AAT GTC GTA ACA ACT CCG CC
rS6s 23 PCR rS6RNA 60 GAC TGA CAG ATA CCA CTG TGC CT
rS6r 22 PCR rS6RNA 60 TTA TTT TTG ACT GGA CTC AGA T
RW5 18 PCR Csrp2 55 GAC AGC ACA ACA GTG GCG
RW8 19 PCR Csrp2 55 CTT CCC AGA TCC AAT GAT C
AT = Annealingtemperatur
Sequenz. = Sequenzierung
2.7 Reagenziensysteme und Radionukleotide
Reagenz Firma Bestellnummer
Avidin/Biotin-Blocking system DAKO K0590
DAB DAKO K3467
Big Dye Terminator RR Mix AB AB430315505331
Peroxidase Blocking reagenz DAKO 52001
RNeasy R© Mini Kit (50) Qiagen 74104
Super-Signal R© West Dura Extended Pierce 34075
[
α32P
]
dCTP Amersham PB 10205
Vectastain Elite ABC Vector Laboratories PK-7100
2.8 sonstige molekularbiologische Materialien
Artikel Firma Bestellnummer
Ampicillin Sigma R© A-9518
Bench MarkTMPrestained Protein Ladder Invitrogen 10748-010
BSA Sigma R© A-2153
100bp DNA Ladder BioLabs N3231L
GeneRulerTM 1kb DNA Ladder MBI Fermentas SM0319
Heringssperma-DNA Sigma R© D-6898
Isofluran Abbott B506
Ketamin 10 % (fu¨r Tiere) medistar R© 8532601
Lamda DNA (Hind III digest) BioLabs 1-800-632-7799
Random-Primer (Northern) Invitrogen 48190-011
See Blue R© Plus 2 Prestained Standard Invitrogen LC5925
Xylazin 2 % (Rompun R©) (fu¨r Tiere) Bayer 1320422
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2.9 Reagenzien fu¨r Zell- und Bakterienkultur
Artikel Firma Bestellnummer
Bacto-Tryptone Becton Dickison and Co. 211705
DMEM Bio Whittaker Europe BE12-709F
FCS Gibco BRL 10270-106
HBSS PAA Laboratories H15-009
Hefeextrakt Merck 1.03753.0500
Penicillin und Streptomycin Bio Whittaker Europe DE17-602E
Trypsin / EDTA 10x PAA Laboratories GmbH L 11-003
L-Glutamin Bio Whittaker Europe BE17-605E
2.10 biologische Materialien
Bakterien
E. coli XL1-Blue Stratagene 200268
Zellen
HEK293 American Type culture collection Rockville, MD
Plasmide
pCMV-Myc Clontech K6003-1
pGEM R©-T Easy Promega A1360
2.11 Puffer und Lo¨sungen
Ammoniumacetatlo¨sung (10 M)
20 ml: 15,42 g Ammoniumacetat wurden ad 20 ml H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde
sterilfiltriert.
Ampicillin (100 mg/ml)
10 ml: 1 g Ampicillin wurde in ster. H2O ad 10 ml gelo¨st und zu 1 ml Aliquots bei
−20 ◦C gelagert.
Bromphenolblaulo¨sung, 0,5 % (w/v)
10 ml: 50 mg Bromphenolblau wurden ad 10 ml ster. H2O gelo¨st und bei 4
◦C
gelagert.
CaCl2 (1 M)
100 ml: 14,7 g CaCl2 x 2 H2O wurden ad 100 ml H2O gelo¨st und autoklaviert.
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CsCl-Puffer fu¨r die RNA-Isolation (5,7 M CsCl / 25 mM NaOAc; pH 6,0)
100 ml: 95,97 g CsCl und 0,83 ml 3 M Natriumacetat pH 6,0 wurden in H2O gelo¨st
und sterilfiltriert.
Denaturierungslo¨sung
(0,5 M NaOH / 1,5 M NaCl)
2 l: 40 g NaOH-Pla¨tzchen und 175,32 g NaCl wurden ad 2 l in H2O gelo¨st.
Denhardt‘s Lo¨sung (50x)
(1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v) PVP, 1 % (w/v) Ficoll 400)
100 ml: 1 g Ficoll 400, 1 g PVP und 1 g BSA wurden ad 100 ml H2O gelo¨st,
sterilfiltriert und in 25 ml Aliquots bei −20 ◦C aufbewahrt.
DNAse (1 mg/ml)
1 ml: 50 µl 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 10 µl 1 M MgCl2, 2 µl 1 M DTT, 500 µl
Glycerin und 438 µl H2O wurden gemischt und 1 mg DNAse I eingewogen. Die
Lo¨sung wurde bei−20 ◦C gelagert.
DTT (1 M)
10 ml: 1,545 g DTT, 9967 µl H2O und 33 µl 3 M Natriumacetat pH 5,2 wurden
gemischt, die Lo¨sung steril filtriert (0,2 µm) und zu 500 µl aliquotiert bei −20 ◦C
gelagert.
EDTA-Lo¨sung (500 mM), pH 8,0
500 ml: 93,06 g Titriplex III wurden in 350 ml ster. H2O unter Zugabe von ca. 10 g
NaOH-Pla¨tzchen gelo¨st. Es wurde unter sta¨ndiger pH-Kontrolle soviel 5 M NaOH
zugegeben, bis der pH-Wert 8,0 betrug. Mit H2O wurde auf ein Volumen von 500 ml
aufgefu¨llt. Die Lo¨sung wurde autoklaviert.
Eosin
5 g Eosin wurden in 500 ml ster. H2O aufgelo¨st und mit 96 %iger Essigsa¨ure
verdu¨nnt, bis die Lo¨sung hellrot war.
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
5 ml: 50 mg Ethidiumbromid wurden in 5 ml ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde
lichtgeschu¨tzt bei 4 ◦C gelagert.
GIT-Puffer
(4 M Guanidinthiocyanat; 25 mMNatriumacetat, pH 6,0; 0,835 % (v/v) β-Mercapto-
ethanol)
200 ml: 94,53 g Guanidinthiocyanat und 1,67 ml 3 M NaOAc pH 6,0 wurden in
198,33 ml ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde bei 4
◦C gelagert und vor Gebrauch
auf 0.835 % (v/v) β-Mercaptoethanol eingestellt.
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Glycerin
Glycerin wurde vor Gebrauch autoklaviert.
HCl (1 M)
200 ml: 19,64 ml 32 %ige (= 10,8 M) HCl wurden langsam in 150 ml H2O gegeben
und anschließend auf 200 ml aufgefu¨llt.
Heringssperma-DNA (10 mg/ml)
20 ml: 200 mg Heringssperma-DNA wurden in 20 ml ster. H2O 8 Stunden im Ku¨hl-
raum auf einem Ru¨hrer geru¨hrt. Alternativ wurde die DNA zweimal durch eine
gelbe Kanu¨le (20G) geschert. Die Lo¨sung wurde in 1 ml Aliquots bei −20 ◦C gela-
gert und vor der Verwendung aufgekocht.
Hybridmix I
(50 % Formamid (v/v), 6x SSC (pH 7,4), 5 mM EDTA, 5x Denhardt‘s; 0,5 % SDS
(w/v))
500 ml: 250 ml Formamid, 150 ml 20x SSC, 5 ml 500 mM EDTA, 50 ml 50x
Denhardt‘s und 12,5 ml 20 % SDS (w/v) wurden gemischt. Mit HCl (1 M) wurde ein
pH-Wert von 7,4 eingestellt und auf 495 ml mit ster. H2O aufgefu¨llt. Vor Gebrauch
wurde hitzedenaturierte Heringssperma-DNA (10 mg/ml) zu 100 µg/ml zugesetzt.
Hybridmix II
(7 % SDS (w/v), 5x SSC, 0,02 M NaP (pH 7,0), 0,5 % Milchpulver (w/v), 1 % PEG,
50 % Formamid (v/v))
200 ml: 14 g SDS, 50 ml 20x SSC, 4 ml 1 M NaP-Puffer, 1 g Milchpulver, 2 g PEG
und 100 ml Formamid wurden ad 200 ml H2O gelo¨st.
Kaliumacetat (5 M)
500 ml: 245,38 g CH3COOK wurden ad 500 ml H2O gelo¨st und autoklaviert.
KCl (1 M)
100 ml: 7,45 g KCl wurden ad 100 ml H2O gelo¨st und autoklaviert.
LB-Medium
1 l: 10 g Tryptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl wurden ad 1 l in dest. H2O gelo¨st,
autoklaviert und bei 4 ◦C aufbewahrt.
Lithium-Chlorid (5 M)
100 ml: 21,2 g LiCl wurden ad 100 ml in ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde auto-
klaviert.
Lo¨sung I (Plasmidpra¨paration)
(50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl; pH 8,0)
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100 ml: 5 ml 1 M Glucose, 2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 2,5 ml Tris-HCl (pH 8,0)
und 90,5 ml ster. H2O wurden gemischt. Die Lo¨sung wurde bei 4
◦C aufbewahrt.
Lo¨sung II (Plasmidpra¨paration)
(1 % SDS, 0,2 M NaOH)
100 ml: In 85 ml ster. H2O wurden 10 ml 2 M NaOH und 5 ml 20 % SDS (w/v)
gelo¨st. Die Lo¨sung wurde stets frisch angesetzt.
Lo¨sung III (Plasmidpra¨paration)
200 ml: 120 ml 5 M Kaliumacetatlo¨sung, 23 ml Eisessig und 57 ml ster. H2O wurden
gemischt und bei 4 ◦C gelagert.
Lysepuffer I, pH 8,0
(50 mM Trizma base; 250 mM NaCl, 2 % NP 40 (v/v), 2,5 mM EDTA, 0,1 % SDS
(w/v), 0,5 % DOC (w/v))
250 ml: 12,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0), 3,65 g NaCl, 5 ml NP 40, 1,25 ml 500 mM
EDTA (pH 8,0), 1,25 ml SDS 20 % und 1,25 g DOC wurden gemischt, mit HCl
auf den pH-Wert 8,0 eingestellt und mit ster. H2O auf 250 ml aufgefu¨llt. Weitere
Verarbeitung: s. RIPA-Puffer
Lysispuffer (fu¨r Ma¨useschwa¨nze)
(100 µg/ml Proteinase K, 100 mM Tris-HCl (pH 8,5), 200 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0,2 % SDS (w/v))
100 ml: 10 ml 1 M Tris-HCl, 4 ml 5 M NaCl, 1 ml 500 mM EDTA und 1 ml 20 %
SDS wurden mit ster. H2O auf 100 ml aufgefu¨llt und die Proteinase K stets vor
Gebrauch frisch zugesetzt, so daß eine Endkonzentration von 100 µg/ml vorliegt.
Lysozym-Lo¨sung (10 mg/ml)
5 ml: 50 mg Lysozym wurden in 5 ml Lo¨sung I aufgenommen. Die Lo¨sung wurde
stets frisch angesetzt.
MEN-Puffer (10x) fu¨r RNA-Gele
(200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA), pH 7,0
500 ml: 20,9 g MOPS, 2,05 g Natriumacetat und 1,9 g EDTA wurden in 450 ml
ster. H2O gelo¨st. Mit 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt und mit
H2O auf 500 ml aufgefu¨llt. Der Puffer wurde lichtgeschu¨tzt bei 4
◦C gelagert.
MES (20x)
(1 M MES, 1 M Trisbase, 69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA)
500 ml: 97,6 g MES, 60,6 g Trisbase, 10 g SDS und 3 g EDTA wurden ad 500 ml
ster. H2O gelo¨st und bei 4
◦C gelagert.
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MgCl2 (1 M)
100 ml: 20,33 g MgCl2 x 6 H2O wurden ad 100 ml in H2O gelo¨st und autolaviert.
MgSO4 (1 M)
100 ml: 24,6 g MgSO4 x 7 H2O wurden ad 100 ml in H2O gelo¨st und autoklaviert.
Milchpulver-Lo¨sung (5 % w/v)(fu¨r Westernblot)
100 ml: 5 g Milchpulver wurden mit 100 ml 1x TBST gru¨ndlich gemischt.
MOPS (1 M)
100 ml: 20,93 g MOPS wurden in 60 ml H2O gelo¨st, mit 5 M NaOH ein pH-Wert
von 7,0 eingestellt, mit H2O auf 100 ml aufgefu¨llt und sterilfiltriert.
Natriumacetat (3 M) pH 6,0 (zur RNA-Fa¨llung)
100 ml: 24,6 g Natriumacetat wurden in 60 ml H2O gelo¨st. Mit Eisessig wurde
ein pH-Wert von 6,0 eingestellt, mit H2O auf 100 ml aufgefu¨llt und die Lo¨sung
autoklaviert.
Natriumacetat (3 M) pH 6,8 (zur DNA-Fa¨llung)
100 ml: 24,6 g Natriumacetat wurden in 60 ml H2O gelo¨st. Mit Eisessig wurde ein
pH-Wert von 6,8 eingestellt und mit H2O auf 100 ml aufgefu¨llt. Die Lo¨sung wurde
autoklaviert.
NaCl (5 M)
200 ml: 58,44 g NaCl wurden ad 200 ml in H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde auto-
klaviert.
NaCl (1,6 M) / PEG-Lo¨sung (13 % (w/v)) fu¨r Plasmidpra¨paration
100 ml: 13 g PEG und 9,35 g NaCl wurden ad 100 ml in ster. H2O gelo¨st.
Neutralisierungslo¨sung
(1,5 M NaCl / 0,5 M Tris-HCl), pH 7,5
2 l: 175,32 g NaCl und 121,1 g Tris-HCl wurden in 1,3 l H2O gelo¨st, mit konzen-
trierter HCl auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und auf 2 l mit H2O aufgefu¨llt.
NaOH (2 M)
100 ml: 8 g NaOH-Pla¨tzchen wurden ad 100 ml in ster. H2O gelo¨st und in einer
Polyethylenflasche gelagert.
NaOH (5 M)
100 ml: 20 g NaOH-Pla¨tzchen wurden ad 100 ml in ster. H2O gelo¨st und in einer
Polyethylenflasche gelagert.
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NaP-Puffer (1 M), pH 7
NaH2PO4 (1 M) und Na2HPO4 (1 M) wurden unter pH-Kontrolle gemischt. Dabei
wurde eine der Lo¨sungen vorgelegt und die andere solange zugegeben, bis ein pH-
Wert von 7 erreicht war.
NuPAGE R© Transfer Buffer (20x)
(500 mM Bicin, 500 mM Bis-Tris, 20,5 mM EDTA)
125 ml: 10,2 g Bicin, 13,08 g Bis-Tris und 0,75 g EDTA werden mit ster. H2O auf
125 ml aufgefu¨llt. Der 1x-Puffer wurde auf 10 % (v/v) Methanol eingestellt.
Paraformaldehyd
(4 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4)
100 ml: 4 g PFA in 50 ml heißem dest. H2O aufschla¨mmen und unter sta¨ndigem
Ru¨hren konzentiererte NaOH zutropfen, bis Neutralpunkt erreicht ist. 10 ml 10x
PBS zugeben, gegebenenfalls mit HCl auf pH 7,4 einstellen und auf 100 ml mit H2O
auffu¨llen.
PBS Dulbecco
(instamed 9,55 g/l, w/o Ca2+ & Mg2+)
1 l: 9,55 g PBS wurden ad 1 l in ster. H2O gelo¨st.
Proteinlaufpuffer 1x (fu¨r Westernblot)
(0,1 % SDS (w/v), 25 mM Tris, 190 mM Glycin)
2 l: 2 g SDS, 6 g Trisbase und 28,75 g Glycin wurden ad 2 l in H2O gelo¨st.
Ponceau S (0,1 %(w/v))
200 ml: 0,2 g Ponceau S wurden in 200 ml 0,5 %iger Essigsa¨ure gelo¨st.
RIPA-Puffer
50 ml: In 50 ml Lysepuffer I wurde eine Complete R© Tablette gelo¨st und die Lo¨sung
zu 5 ml aliquotiert. Bei −20 ◦C war die Lo¨sung 3 Monate haltbar. Vor Verwendung
wurden 50 µl Phosphataseinhibitor Cocktail hinzu pipettiert. Diese Lo¨sung war bei
4 ◦C eine Woche haltbar.
RNAse A-Lo¨sung (10 mg/ml)
5 ml: 50 mg RNAse A wurden in 5 ml ster. H2O gelo¨st und 10 min aufgekocht. 1 ml
Aliquots wurden bei −20 ◦C aufbewahrt.
RNA-Probenpuffer
(6 % Formaldehyd, 70 % Formamid, 0,03 % Bromphenolblau, 1x MEN, 1 % Fi-
coll 400)
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2 ml: 0,33 ml Formaldehydlo¨sung (> 36,5 %), 1,4 ml Formamid, 0,12 ml Brom-
phenolblau (0,5 %), 0,2 ml MEN-Puffer (10x), und 0,02 g Ficoll 400 wurden ge-
mischt und bei −20 ◦C aufbewahrt.
Rubidiumchlorid (4 M)
20 ml: 9,67 g RbCl wurden ad 20 ml in H2O gelo¨st und steril filtriert.
SC-1
(137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,5 mM NaH2PO4 x H2O, 0,8 mM Na2PO4 x 2H2O,
1 mM HEPES, 4 mM NaHCO3, 0,25 mM EGTA, 5 mM Glucose, 17 µM Phenol-
Red)
2 l: 18 g NaCl, 0,8 g KCl, 156 mg NaH2PO4 x H2O, 302 mg Na2PO4 x 2H2O,
4,76 g HEPES, 0,7 g NaHCO3, 5 ml 100 mM EGTA-Lo¨sung, 1,8 g Glucose und
12 mg Phenol-Red werden in H2O gelo¨st, mit 10 N NaOH auf den pH-Wert 7,3 -
7,4 eingestellt, auf 2 l aufgefu¨llt und bei 4 ◦C gelagert.
SC-2
(137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,5 mM NaH2PO4 x H2O, 0,8 mM Na2PO4 x 2H2O,
1 mM HEPES, 4 mM NaHCO3, 4 mM CaCl2 x 2H2O, 17 µM Phenol-Red)
2 l: 18 g NaCl, 0,8 g KCl, 156 mg NaH2PO4 x H2O, 302 mg Na2PO4 x 2H2O, 4,76 g
HEPES, 0,7 g NaHCO3, 1,12 g CaCl2 x 2H2O und 12 mg Phenol-Red werden in
H2O gelo¨st, mit 10 N NaOH auf den pH-Wert 7,3 - 7,4 eingestellt, auf 2 l aufgefu¨llt
und bei 4 ◦C gelagert.
SDS-Blaupuffer (1x)
(50 mM Tris HCl, 2 % SDS (w/v), 0,1 % Bromphenolblaulo¨sung (v/v), 10 % Gly-
cerol (v/v))
10 ml: 500 µl 1 M Tris-HCl pH 6,8, 1 ml 20 % SDS, 1 ml 1 % Bromphenolblaulo¨sung
und 1 ml Glycerin wurden ad 9 ml in H2O gelo¨st. 1 ml 1 M DTT (100 mM) wurde
frisch zugegeben.
Sirius Red
500 ml: 0,5 g Sirius Red wurden in 500 ml Pikrinsa¨ure (wa¨ssrig, kalt, gesa¨ttigt)
gelo¨st. Mit 2 M NaOH wurde auf den pH-Wert 2,0 eingestellt. Vor Licht geschu¨tzt
war die Lo¨sung 6 Monate haltbar.
SSC (20x)
(3 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat)
1 l: 175,32 g NaCl und 88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat wurden ad 1 l in H2O
gelo¨st und autoklaviert.
STE-Puffer
(100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl; pH 8.0)
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1 l : 20 ml 5 M NaCl, 2 ml 500 mM EDTA und 190 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 wurden
in 968 ml ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde autoklaviert und bei 4
◦C gelagert.
Strippuffer
(62,5 mM Tris, 2 % SDS (w/v), 0,08 % β-Mercaptoethanol)
100 ml: 6,25 ml 1 M Tris pH 6,7 und 10 ml 20 % SDS werden auf 100 ml aufgefu¨llt.
80 µl β-Mercaptoethanol werden frisch zugegeben.
Stop-Mix (5x)
(20 mM EDTA, 30 % Glycerin (v/v), 0,5 % SDS (w/v), 0,1 % Bromphenolblau
(w/v))
5 ml: 0,2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 1 ml Bromphenolblaulo¨sung, 1,7 ml Glycerin
und 0,125 ml 20 % SDS-Lo¨sung wurden mit H2O auf 5 ml aufgefu¨llt.
TBE (10x)
(0,89 M Tris-HCl, 0,89 M Borsa¨ure, 20 mM EDTA)
1 l: 108 g Trisbase, 55 g Borsa¨ure und 7,44 g Titriplex III wurden ad 1 l in H2O
gelo¨st und autoklaviert.
TBS
(0,2 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl)
500 ml: 100 ml 1 M Tris-HCl pH 7,5 und 150 ml 5 M NaCl wurden ad 500 ml in
H2O gelo¨st und autoklavieren.
TBST
(0,2 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, 0,1 % Tween 20 (w/v))
1 l: 999 ml TBS werden mit 1 ml Tween 20 versetzt.
TE (pH 8,0)
(10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA)
100 ml: 1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 und 0,2 ml 500 mM EDTA pH 8,0 wurden in
98,8 ml H2O gelo¨st und autoklaviert.
TFB-I
(100 mM RbCl, 50 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 30 mM KOAc pH 6,0, 15 % Glycerin
(v/v))
100 ml: 2,5 ml 4 M RbCl, 5 ml 1 M MgCl2, 1 ml 1 M CaCl2, 0,6 ml 3 M KOAc pH
6,0 und 15 ml Glycerin wurden in 75,9 ml ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde vor
Gebrauch stets frisch angesetzt.
TFB-II
(10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CaCl2, 10 mM NaCl, 15 % Glycerin (v/v))
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100 ml: 1 ml 1 M MOPS pH 7,0, 7,5 ml 1 M CaCl2, 1 ml 1 M NaCl und 15 ml
Glycerin wurden in 75,5 ml ster. H2O gelo¨st. Die Lo¨sung wurde vor Gebrauch stets
frisch angesetzt.
Transferpuffer (fu¨r Westernblot)
(59 mM Tris, 40 mM Glycin, 0,0375 % SDS, 20 % Methanol (v/v))
1 l: 5,82 g Tris, 2,93 g Glycin, 1,875 ml 20 % SDS und 200 ml Methanol p.a. wurden
ad 1 l in H2O gelo¨st.
Tris-HCl (1 M) pH 8,0
1 l : 121,1 g Tris wurden in 800 ml H2O gelo¨st und mit konzentrierter HCl auf
den pH-Wert 8,0 eingestellt. Mit H2O wurde auf 1 l aufgefu¨llt und die Lo¨sung
autoklaviert.
Triton X-100 (0,1 %)
(0,1 % NaOAc (w/v), 0,1 % Triton X-100 (v/v))
50 ml: 50 µg Natriumacetat und 50 µl Triton X-100 wurden ad 50 ml H2O gelo¨st.
Die Lo¨sung wurde bei 4 ◦C aufbewahrt.
Waschlo¨sung I
(2x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS (w/v))
1 l: 100 ml 20x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 893 ml ster. H2O und 5 ml 20 % SDS
wurden gemischt.
Waschlo¨sung II
(0,4 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS (w/v))
1 l: 20 ml 20x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 973 ml ster. H2O und 5 ml 20 % SDS
wurden gemischt.
Waschpuffer 5x (fu¨r Westernblot)
(0,1 M Tris, 2,5 M NaCl, 2,5 % Tween 20 (v/v), 0,25 % NP40 (v/v))
1 l: 12,1 g Trisbase, 146,1 g NaCl, 25 ml Tween 20 und 2,5 ml NP 40 wurden mit
ster. H2O gemischt und mit HCl auf den pH-Wert 7,5 eingestellt. Die Lo¨sung wurde
ad 1 l mit H2O aufgefu¨llt.
YT-Medium (2x)
1 l: 16 g Bacto-Tryptone, 10 g Hefeextrakt und 5 g NaCl wurden auf 1 l H2O
aufgefu¨llt und autoklaviert.
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3.1 Allgemeine Methoden der Molekularbiologie
3.1.1 Glycerinkulturen von Bakterien
200 µl steriles Glycerin werden in einem Eppendorf-Gefa¨ß vorgelegt. 800 µl u¨/N-Bak-
terienflu¨ssigkultur wird zugeben und gevortext. Die Lagerung erfolgt bei −80 ◦C.
3.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien zur Plasmidtransformation
Um Bakterien transformieren zu ko¨nnen, muss die Bakterienwand permeabilisiert werden
(Protokoll adaptiert nach Hanahan, 1985): 2x YT-Medium wird mit 1
100
VT 1 M KCl
und 1
50
VT 1 M MgSO4 versetzt und 1 ml davon entnommen und verwahrt (Nullwert-
abgleich der OD-Messung). Mit diesem Medium wird eine JM 105 U¨bernacht-Kultur 1
100
verdu¨nnt und solange bei 37 ◦C unter Schu¨tteln (220 rpm) inkubiert, bis eine OD600 von
0,5 erreicht ist. Alle weiteren Arbeitschritte werden bei 4 ◦C durchgefu¨hrt. 100 ml der Bak-
teriensuspension werden fu¨r 10 min mit 3000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in 50 ml
TFB-I-Lo¨sung resuspendiert. Nach 10 min Inkubation wird erneut 10 min mit 3000 rpm
zentrifugiert. Der U¨berstand wird verworfen, das Pellet in 4 ml TFB-II-Lo¨sung gelo¨st, zu
200 µl aliquotiert und bei −80 ◦C gelagert. Zur U¨berpru¨fung der Transformationsraten
wird von jeder neuen Charge ein Aliquot aufgetaut, mit 1 µg einer bekannten Plasmid-
DNA transformiert und in 1:1-, 1:100- und 1:10.000-Verdu¨nnung ausplattiert. Nach dieser
Methode lassen sich Transformationsraten von 2 x 108 Kolonien pro µg DNA erzeugen.
3.1.3 Transformation von Bakterien
Pro Transformationsansatz wird ein 200 µl Aliquot kompetenter Bakterien verwendet.
Die Bakterien werden 15 min auf Eis aufgetaut und dann 10 µl DNA-Lo¨sung zugege-
ben. Nach einer Inkubation auf Eis fu¨r 30 min werden die Bakterien mit Hitzeschock
behandelt, indem sie fu¨r 2 min bei 42 ◦C inkubiert werden. Anschließend sofort fu¨r 2 min
auf Eis stellen. Nach der Zugabe von 600 µl LB-Medium werden die Bakterien zur Re-
generation fu¨r 1 h bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Das Ausplattieren in verschiede-
nen Verdu¨nnungen erfolgt auf geeigneten Selektionsplatten, je nach Resistenz die durch
das aufgenommene Plasmid vermittelt werden soll. Die Bakterienplatten werden u¨/N im
Brutschrank bei 37 ◦C inkubiert.
3.1.4 DNA
3.1.4.1 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonucleasen
Zur Spaltung der DNA mit Restriktionsendonucleasen wird folgender Reaktionsansatz
(oder ein Vielfaches davon) erstellt:
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0,2 - 0,5 µg DNA in TE pH 8,0 oder in H2O
2 µl Restriktionspuffer passend zum verwendeten Enzym (10x)
1 µl Restriktionsendonuclease
mit H2O auf 20 µl auffu¨llen
Das Reaktionsgemisch wird fu¨r einen Zeitraum von 1 h bis u¨/N beim Temperatur-
optimum des verwendeten Enzymes inkubiert. Anschließend erfolgt die Inaktivierung des
Enzymes fu¨r 20 min bei 70 ◦C oder seine Entfernung durch Phenolextraktion.
3.1.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Fu¨r Ligationen empfiehlt sich ein Verha¨ltnis von Vektor-DNA zu Insert-DNA von 1:2
bzw. 1:3. Dazu wird folgender Ligationsansatz gewa¨hlt:
x µl linearisierter (evtl. dephosphorylierter) Vektor-DNA
y µl Insert-DNA
1 µl T4-DNA-Ligase
1 µl 10x Puffer
mit H2O auf 10 µl auffu¨llen
Die Inkubation erfolgt bei 16 ◦C u¨/N.
3.1.4.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Die alkalische Phosphatase katalysiert die hydrolytische Abspaltung der Phosphatreste an
den 5‘-Enden linearer DNA-Fragmente, damit kann die Religation von DNA-Fragmenten
verhindert werden. Die linearisierte DNA wird mit Phenol/Chloroform (1:1) gefa¨llt, mit
70 % Ethanol gewaschen und in 25 µl H2O aufgenommen. Nach Zugabe von 3 µl 10x
Puffer AP und 2 µl alkalischer Phosphatase, wird 30 min bei 37 ◦C inkubiert. Die de-
phosphorylierte DNA kann mittels Agarosegelelektrophorese mit nachfolgender Dialyse
gereinigt werden.
3.1.4.4 Plasmid-Minipra¨parationen
Alle Lo¨sungen werden auf 4 ◦C vorgeku¨hlt und es wird auf Eis gearbeitet. 1,5 ml der
U¨bernachtkultur werden in ein Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r 1 min mit 13000 rpm
zentrifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und das Pellet in 100 µl Lo¨sung I resus-
pendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lo¨sung II (frisch ansetzen) und vorsichtigem Mischen
erfolgt fu¨r 2 min eine Inkubation auf Eis. Dann wird 150 µl Lo¨sung III zugegeben, kurz
gevortext und 3 min auf Eis inkubiert. Bei RT fu¨r 5 min mit 13000 rpm in einer Tisch-
zentrifuge zentrifugieren. Zum U¨berstand 500 µl Phenol/Chloroform (1:1) zugeben und
2 min vortexen. Bei RT fu¨r 5 min mit 13000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugieren.
Zum U¨berstand 1 ml Ethanol absolut zugeben und 2 min bei RT inkubieren. Nach 10 min
zentrifugieren mit 13000 rpm bei RT, wird der U¨berstand verworfen und das Pellet in
150 µl 70 % Ethanol gewaschen. Erneut fu¨r 10 min mit 13000 rpm bei RT zentrifugieren,
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den U¨berstand verwerfen und das Pellet in der Speed-Vac trocknen. Nach Aufnahme in
20 µl TE bzw. H2O erfolgt die Analyse mit Restriktionsenzymen oder die Lagerung bei
−20 ◦C.
3.1.4.5 Plasmid-Maxipra¨parationen
250 ml Kulturmedium werden mit Bakterien beimpft und u¨/N bei 37 ◦C unter Schu¨tteln
inkubiert. Die Bakterienkultur wird in GSA-Becher (250 ml je Becher) u¨berfu¨hrt, diese
zusammen mit Adaptoren in den JLA 10.500 Rotor gestellt und fu¨r 15 min bei 4 ◦C mit
5000 rpm zentrifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und die Pellets in 50 ml kaltem
STE-Puffer resuspendiert. Die Proben werden fu¨r 15 min bei 4 ◦C mit 5000 rpm zen-
trifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und die Pellets in 10 ml kalter Lo¨sung I gut
resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml Lysozymlo¨sung (10 mg/ml frisch angesetzt) wird
10 min auf Eis inkubiert. Anschließend werden 20 ml Lo¨sung II zugegeben und nach
10 minu¨tiger Inkubation auf Eis erfolgt die Zugabe von 15 ml kalter Lo¨sung III und ein
weiterer Inkubationsschritt von 10 min auf Eis. Die Bakteriensuspension wird 15 min
bei 4 ◦C mit 8000 rpm zentrifugiert und der U¨berstand durch 3 Lagen Mull in neuen
GSA-Becher gefiltert. Zur Fa¨llung der Plasmid-DNA wird 30 ml Isopropanol zugegeben,
gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wird 15 min bei 4 ◦C mit 5000 rpm
zentrifugiert und das resultierende Pellet in 5 ml 70 % Ethanol gewaschen durch darauf
folgende Zentrifugation fu¨r 10 min bei 4 ◦C mit 5000 rpm. Nach dem Trocknen wird
das Pellet in 2 ml TE aufgenommen und 2 ml 5 M LiCl zugegeben. Die Lo¨sung wird
in Falcongefa¨ße (15ml) u¨berfu¨hrt und ohne Deckel im Rotor JA 25.50 fu¨r 10 min bei
4 ◦C mit 10000 rpm zentrifugiert. Der U¨berstand wird zu 4 ml Isopropanol gegeben und
10 min bei RT inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 4 ◦C mit 10000 rpm wird das
Pellet in 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und nochmals fu¨r 10 min bei 4 ◦C mit 10000 rpm
zentrifugiert. Nachdem das Pellet getrocknet ist, wird es in 500 µl TE aufgenommen
und in Eppendorfgefa¨ße u¨berfu¨hrt. Es werden 20 µl RNAse-Lo¨sung (10 mg/ml) zugege-
ben und 30 min bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend erfolgt die Zugabe von 540 µl 1,6 M
NaCl/13 % PEG, vortexen und fu¨r 10 min bei 4 ◦C mit 13000 rpm zentrifugieren. Die
Pellets in 400 µl TE aufnehmen und 30 min bei 37 ◦C inkubieren. Nach Zugabe von
400 µl kaltem Phenol und 1 min vortexen wird fu¨r 5 min bei RT mit 15000 rpm zentri-
fugiert. Zum U¨berstand werden 400 µl Phenol/Chloroform (1:1) zugegeben, fu¨r 1 min
gevortext und im Anschluß 5 min bei RTmit 15000 rpm zentrifugiert. Zum U¨berstand
werden 100 µl 10 M Ammoniumacetat und 1 ml Ethanol absolut gegeben und 10 min
bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation fu¨r 5 min bei 4 ◦C mit 13000 rpm wird das
Pellet in 120 µl 70 % Ethanol gewaschen und nochmals fu¨r 5 min bei 4 ◦C mit 13000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird getrocknet und in 500 µl TE aufgenommen, die Lagerung
erfolgt bei −20 ◦C.
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3.1.4.6 photometrische Quantifizierung von DNA und RNA
Bei den Wellenla¨ngen λ 260 nm und 280 nm wird die optische Dichte der mit destil-
liertem Wasser verdu¨nnten DNA- bzw. RNA-Lo¨sung gemessen. Die Konzentration der
DNA/RNA in µg/ml wird durch folgende Berechnung erhalten: OD260 multipliziert mit
dem Verdu¨nnungsfaktor und einem konstanten Wert von 50 (fu¨r dsDNA) bzw. 40 (fu¨r
RNA).
Nucleinsa¨urekonz. µg/ml = OD260 × Verdu¨nnungsfaktor × Extinktionskoeffizient
Da Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen kann aus dem Quotient
OD260/OD280 auf die Reinheit der Nukleinsa¨urelo¨sung geschlossen werden. Fu¨r dsDNA
sollte ein Quotient von 1,6 - 2, fu¨r RNA von 1,8 - 2 vorliegen.
3.1.4.7 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Auftrennung der DNA verwendet. Je nach erwar-
teter Fragmentla¨nge liegt die Agarosekonzentration bei 1 - 2,5 % (w/v). Die Agarose wird
mit 1x TBE gemischt, kurz aufgekocht und je nach Gelvolumen mit 2 - 6 µl Ethidium-
bromid (10 mg/ml) versetzt. Die DNA-Probe wird mit 1
4
VT DNA-Stop-Mix gemischt und
in die Geltaschen pipettiert, als Laufpuffer dient 1x TBE. Eine Spannung von 30 - 100 V
wird an die Kammer gelegt und das Gel nach dem Lauf unter UV-Licht fotographiert.
3.1.4.8 Southern Blot
Mit dieser Methode kann elektrophoretisch aufgetrennte DNA nach der Zerlegung in
Einzelstra¨nge, durch Hybridisierung mit einer komplementa¨ren markierten Sonde nach-
gewiesen werden. Die DNA wird mit Restriktionsenzymen gespalten, anschließend gefa¨llt,
mit 70 % Ethanol gereinigt und in einem 1 %igen Agarosegel u¨/N bei 30 V aufgetrennt.
Als Gro¨ßenmarker wird λ-Hind-III (Fa. Gibco) verwendet. Das Gel wird unter dem UV-
Licht, mit einem Lineal daneben, photographiert. Anschließend wird das Gel in einer
Plastikschale 2x 20 min in Denaturierunglsg. (250 ml/100 ml Gelvolumen) geschwenkt.
Nach kurzem Schwenken in H2O dest. wird das Gel 2x 45 min in Neutralisationslo¨sung
(250 ml/100 ml Gelvolumen) geschwenkt. Anschließend erfolgt der Transfer auf die Nylon-
membran.
3.1.4.9 Transfer von DNA auf Nylonmembran (Southern Blot)
In 6x SSC getra¨nktes 3MM-Chromatographiepapier wird u¨ber eine Plexiglasplatte gelegt
und mit den Enden in eine mit 20x SSC gefu¨llte Pastikwanne eingetaucht. Luftblasen
werden mit einer Pipette herausgerollt. Das Gel wird zwischen zwei Glasplatten gedreht
und mit den Geltaschen nach unten auf das Chromatographiepapier gelegt. Das Gel mit
20x SSC benetzen und eine auf Gelgro¨ße zugeschnittene Nylonmembran trocken auf-
36
3.1 Allgemeine Methoden der Molekularbiologie
legen. Die Ra¨nder werden mit Parafilm abgedecket und drei weitere, in 6x SSC getra¨nkte
Chromatographiepapiere aufgelegt. Ein Stapel saugfa¨higer Einmalhandtu¨cher und eine
Glasplatte werden aufgelegt und mit einem Gewicht beschwert. Ca. 24 h transferieren
lassen. Das Gel wird zur Transferkontrolle in EtdBr (1 µg/ µl) nachgefa¨rbt und unter
UV-Licht begutachtet. Auf der Membran wird die Lage der Geltaschen und die Orien-
tierung markiert. Anschließend die Membran lufttrocknen lassen und 2 h bei 80 ◦C im
Trockenschrank backen.
3.1.4.10 Hybridisierung von Southern Blots
Die Nylonmembran wird in Hybridmix II mindestens 6 h bei 37 ◦C im Wasserbad un-
ter leichtem Schu¨tteln pra¨hybridisiert. Anschließend die Membran in 1 ml Hybridmix
II/10 cm2 unter Zugabe der hitzedenaturierten Sonde geben und mindestens 16 h bei
37 ◦C schu¨tteln. Nach der Hybridisierung wird die Membran einmal 20 min bei 55 ◦C
in Waschlo¨sung I, zweimal 20 min bei 50 ◦C in Waschlo¨sung II gewaschen und einer
Autoradiographie unterzogen.
3.1.4.11 Herstellung der radioaktiven Sonde fu¨r Hybridisierungen
100 ng ds DNA (Sondenfragment) werden mit H2O auf 10 µl aufgefu¨llt und fu¨r 2 min
gekocht. Nach Inkubation auf Eis werden 5 µl Random-Primer, 10 µl Labeling Buffer,
18 µl H2O, 5 µl [α
32P ]dCTP (ca. 3000 Ci/mmol) und 2 µl Klenow-Polymerase (1U/ µl)
zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 1 h bei 37 ◦C inkubiert. Eine Pasteurpipette wird
in einen Sta¨nder gespannt und ein Glasku¨gelchen in die Spitze geben. Mit Sephadex G50
in H2O wird die Pipette bis 2 cm unter den Rand gefu¨llt. Die Gelsa¨ule wird mit 1 - 2 ml
1x TE-Puffer a¨quilibriert. Den radioaktiven Reaktionsmix auf die Sa¨ule geben und das
Eppendorf-Gefa¨ß erst mit 50 µl, dann mit 100 µl TE nachspu¨len. Weiter TE-Puffer in
200 µl Portionen auf die Sa¨ule geben und das Eluat in einer 600 µl und folgenden 200 µl-
Fraktionen in Eppendorf-Gefa¨ßen auffangen. Zur Detektion der Radioaktivita¨t wird 1 µl
aus den Fraktionen jeweils zu 3 ml Szintilationsflu¨ssigkeit gegeben und im 1450 Microbeta
Liquid scintilation & luminescence Counter als cpm gemessen. Das Eppendorf-Gefa¨ß mit
der ho¨chsten Menge an eingebauter Radioaktivita¨t (Sonde wird zuerst von der Sa¨ule
eluiert, freie Radionukleotide passieren die Gelmatix langsamer) wird dann als Sonde
verwendet.
3.1.4.12 DNA-Isolation aus Agarosegelen
Die DNA-Banden werden unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit ca.
100 µl 0,1x TBE in einen Dialyseschlauch gegeben. Die Gelapparatur wird mit 0,1x TBE
gefu¨llt und fu¨r eine Stunde eine Spannung von 200 V angelegt. Mittels UV-Licht wird die
Flu¨ssigkeit auf ihren DNA-Gehalt gepru¨ft und in ein neues Eppendorf-Gefa¨ß pipettiert.
Zugabe von 0,1 VT 3 M NaOH (pH 6,8) und 2,5 VT EtOH absolut. Nach Vortexen der
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Proben werden sie fu¨r mind. 30 min bei −80 ◦C weggefroren. Die Proben werden fu¨r
15 min bei 14000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert, der U¨berstand verworfen und 60 µl 70 %
EtOH zugegeben. Nach nochmaliger Zentrifugation (15 min 14000 rpm 4 ◦C) wird der
U¨berstand verworfen und das Pellet in der Speed-Vac getrocknet. Aufnahme des Pellets
in 20 µl H2O und Lagerung der Probe bei −20
◦C.
3.1.4.13 Vorbereitung der Dialyseschla¨uche
Die Dialyseschla¨uche werden in Stu¨cke geschnitten und in einer Lo¨sung (2 % Na2CO3
(w/v), 1 mM EDTA) fu¨r 10 Minuten gekocht. Die Schlauchstu¨cke werden in dest. H2O
gewaschen, weitere 10 Minuten in 1 mM EDTA (pH 8,0) gekocht und auf Vorrat bei 4 ◦C
gelagert.
3.1.4.14 Sequenzierung
Zur Sequenzierung von PCR-Produkten werden je nach Gro¨ße 5 - 50 ng DNA, von Plasmi-
den ca. 150 - 300 ng DNA, eingesetzt. Folgender Reaktionsansatz wird erstellt:
2 µl Primer (20 ng/ µl)
8 µl RR-Mix (Big Dye Terminator RR-Mix)
8 µl H2O
2 µl DNA
Die Sequenzierreaktion erfolgt im T3 Thermocycler mit folgendem Programm:
5 min 95 ◦C
50 x: 30 sec 95 ◦C
20 sec 55 ◦C
4 min 60 ◦C
10 min 60 ◦C
Herunterku¨hlen auf 4 ◦C
Centri-Sep Columns werden mit 800 ml H2O befu¨llt und das Gelmaterial luftblasenfrei
u¨/N quellen gelassen. Nach Abtropfen des u¨berstehenden Wassers werden die Sa¨ulen bei
750 g fu¨r 2 min zentrifugiert, anschließend der Sequenzieransatz aufgetragen und bei 750 g
fu¨r 2 min zentrifugiert. Das erhaltene Eluat wird in der Speed-Vac getrocknet und bis
zur Sequenzierung bei −20 ◦C gelagert. Nach Zugabe von 25 µl ABI Prism R© Template
Suppression Reagent wird fu¨r 2 Minuten bei 95 ◦C inkubiert, die Proben danach direkt
auf Eis gestellt und in Genetic Analyser 0,5 ml Sample Tubes mit Deckel u¨berfu¨hrt. Im
ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer werden die Sequenzierungen durchgefu¨hrt und von
der dazugeho¨rigen Software analysiert. Folgende Sequenzierbedingungen sind gegeben:
Kapillare: 2 − 61 cm × 5 µm; Gel: POP-6TM (Applied Biosystems), Laufpuffer: Buffer
(10x) with EDTA (Applied Biosystems), 1/10 verdu¨nnt mit LiChrosolv R© Wasser.
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3.1.5 RNA
3.1.5.1 RNA-Isolation mittels Ultrazentrifugation
Diese Methode dient dazu große Mengen an reiner RNA aus Geweben zu isolieren.
Frisch pra¨pariertes oder tiefgefrorenes, zerkleinertes Gewebe wird in 10 ml GIT-Puffer
mit 83,5 µl β-Mercaptoethanol gegeben. Mit dem Ultra Turrax T25 basic (Fa. IKA La-
bortechnik) wird die Probe homogenisiert und anschließend fu¨r 5 min mit 3000 rpm
zentrifugiert. In ein Zentrifugenro¨hrchen aus Polyallomer (14 x 95 mm, Fa. Beckmann)
werden vorsichtig 8 ml des Gewebelysats u¨ber 4 ml CsCl-Lo¨sung geschichtet, ohne die
Grenzfla¨che zu verwirbeln. Die Ro¨hrchen werden mit Lysat austariert und in der Ultra-
zentrifuge fu¨r 21 h mit 25000 rpm bei 21 ◦C im SW40 Ti-Rotor zentrifugiert. Der ent-
standene CsCl-Gradient wird bis ca. 0,5 cm u¨ber dem Boden des Ro¨hrchens vorsichtig
von oben abgezogen. Anschließend wird das Ro¨hrchen schlagartig gekippt, 2 min stehen
gelassen und das Ro¨hrchen ca. 2 cm u¨ber dem Boden abgeschnitten. Das Pellet wird in
300 µl 0,3 M NaOAc (4 ◦C) resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml Etanol abs. (−20 ◦C)
wird bei −80 ◦C fu¨r 1 h inkubiert. Anschließend wird bei 4 ◦C fu¨r 10 min mit 15000 rpm
zentrifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und das Pellet je nach Gro¨ße in 100 - 200 µl
H2O aufgenommen. Die RNA-Quantita¨t und Qualita¨t wird photometrisch bestimmt und
die Probe bei −80 ◦C gelagert.
3.1.5.2 RNA-Isolation mittels RNeasy Mini Kit
Kultivierte Zellen werden zuvor zweimal mit PBS gewaschen, das empfohlene Volumen
Puffer RLT mit β-Mercaptoethanol zugegeben, die Zellen mit einem Zellschaber von der
Platte gekratzt und in ein Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Die folgenden Schritte werden bei
RT durchgefu¨hrt. Nach Zugabe von 1 VT 70 % Ethanol wird die Probe kurz gemischt
und dann 700 µl auf die Mini-Sa¨ule gegeben. Falls sich Pa¨zipitate gebildet haben werden
sie ebenfalls aufgetragen. Die Sa¨ule wird fu¨r 15 sec mit 10000 rpm zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Dieser Schritt wird wiederholt wenn das Gesamtvolumen 700 µl
u¨berschreitet. Zugabe von 700 µl Puffer RW1 und erneut 15 sec mit 10000 rpm zentrifu-
gieren. Die Sa¨ule wird in ein neues Auffanggefa¨ß gestellt und 500 µl Puffer RPE darauf
gegeben. Nach 15 sec Zentrifugation mit 10000 rpm wird der Durchlauf verworfen und auf
die Sa¨ule nochmal 500 µl Puffer RPE gegeben. Die Sa¨ule wird fu¨r 2 min mit 10000 rpm
zentrifugiert und in ein neues Eppendorf-Gefa¨ß gestellt. 30 - 50 µl RNase-freies Wasser
werden direkt auf das Sa¨ulenmaterial pipettiert und diese 1 min mit 10000 rpm zentri-
fugiert. Um die Ausbeute an RNA zu erho¨hen kann das Eluat nochmals auf die Sa¨ule
aufgetragen und erneut 1 min mit 10000 rpm zentrifugiert werden. Die RNA wird im
Anschluß quantifiziert und bei −80 ◦C gelagert.
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3.1.5.3 RNA-Isolation aus HSC mittels QIAzol Lysis Reagent
Die kultivierten HSC werden zweimal mit PBS gewaschen, 300 µl QIAzol Lysis Reagent
pro 6 well zugegeben und die Zellen mit einem Schaber abgekratzt. Die Zellsuspension
wird in ein Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt, eine Lagerung bei −20 ◦C ist mo¨glich. Die Proben
werden 5 min bei RT inkubiert, 200 µl Chloroform zugegeben und fu¨r 15 sec gevortext.
Nach einer Inkubation von 3 min bei RT werden die Proben fu¨r 15 min mit 14000 rpm bei
4 ◦C zentrifugiert. Die obere wa¨ssrige Phase wird in ein neues Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt,
mit gleichem Volumen 70 % Ethanol versetzt, gemischt und dann 700 µl auf die Mini-
Sa¨ule gegeben. Falls sich Pa¨zipitate gebildet haben werden sie ebenfalls aufgetragen. Die
Sa¨ule wird bei RT fu¨r 15 sec mit 10000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.
Dieser Schritt wird wiederholt wenn das Gesamtvolumen 700 µl u¨berschreitet. Das folgen-
de Waschen mit RPE-Puffer und das weitere Vorgehen ist in 3.1.5.2 beschrieben.
3.1.5.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA in Agarosegelen
Die Auftrennung von RNA erfolgt in denaturierenden Agarosegelen um RNA-Sekunda¨r-
strukturen zu vermeiden. Die Gelapparatur wird zuvor mit 1 % SDS zum Schutz vor
RNasen gewaschen. 2 g Agarose werden in 146 ml H2O aufgekocht, mit 20 ml 10x MEN-
Puffer und 34 ml Formaldehyd versetzen und unter dem Abzug in einen Gelschlitten
gegossen. Mit dem Beginn der Elektrophorese wird mind. 45 min gewartet. Der Lauf-
puffer wird aus 1548 ml H2O, 72 ml Formaldehyd und 180 ml 10x MEN herstellt. Die
aufzutrennende RNA (meist 10 µg) wird mit H2O auf 10 µl aufgefu¨llt, mit 10 µl RNA-
Probenpuffer versetzt und 10 min bei 70 ◦C erhitzt. Im Anschluß wird die RNA auf Eis
gestellt und mit 1 µl Ethidiumbromid versetzt. Nach Auftragen der Proben wird an das
Gel u¨/N eine Spannung von 30 V angelegt. Das Gel wird anschließend unter UV-Licht
mit einem Lineal daneben photographiert.
3.1.5.5 Transfer von RNA auf Nylonmembran (Northern Blot)
Alle verwendeten Dinge werden vor Benutzung mit 1 % SDS gespu¨lt, der Blotaufbau
erfolgt wie beim Southern-Blot beschrieben. Bei RNA-Gelen ist keine weitere Vorbehand-
lung des Gels erforderlich, als Transferpuffer dient 20x SSC. Den Blot ca. 24 h transfe-
rieren lassen und anschließend die Orientierung des Blots und die Lage der Geltaschen
markieren. Nach dem Transfer wird die Membran luftgetrocknet und anschließend die
RNA durch 2 h bei 80 ◦C im Ofen kovalent an die Membran gebunden.
3.1.5.6 Hybridisierung von Northern Blots
Vor Verwendung des Hybridmix I wird stets pro 100 ml Lo¨sung je 1 ml hitzedenaturiertes
Heringssperma (10 mg/ml) frisch zugesetzt. Die Membran wird in Hybridmix I gegeben
und fu¨r mindestens 3 h bei 37 ◦C im Wasserbad unter leichtem Schu¨tteln pra¨hybridi-
siert. Anschließend wird zu 1 ml Hybridmix I/5 cm2 die hitzedenaturierte Sonde gegeben
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und die Membran darin mindestens 16 h bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Nach der
Hybridisierung wird die Membran einmal 20 min bei 55 ◦C in Waschlo¨sung I, zweimal
20 min bei 50 ◦C in Waschlo¨sung II gewaschen und einer Autoradiographie unterzogen.
3.1.5.7 RT-PCR
Die RT-PCR ist eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bei der RNA als Ausgangsma-
terial verwendet wird. Das Enzym, welches die zur RNA komplemanta¨re cDNA synthe-
tisiert, ist die Reverse Transkriptase. Durch Vera¨nderung des Reaktionsansatzes ko¨nnen
variable Mengen an RNA transkribiert werden. Ein typischer Reaktionsansatz geht von
1 µg RNA aus.
1 µg RNA, 0,5 µl Hexamer-Primer (Fa. Promega) und 1 µl dNTPs (10 mM) werden
mit H2O auf 13 µl aufgefu¨llt, gemischt und 10 min bei 70
◦C inkubiert. Nach Abku¨hlung
auf Eis werden 4 µl First Strand Buffer (5x) und 2 µl 0,1 M DTT zugegeben. Anschlie-
ßend wird fu¨r 10 min bei 25 ◦C inkubiert. Nach 2 min 42 ◦C wird 1 µl Superscript II
zugegeben. Die Reaktion erfolgt bei 42 ◦C fu¨r 50 min. Anschließend wird das Enzym bei
70 ◦C fu¨r 15 min inaktiviert. Nach Abku¨hlen auf 4 ◦C wird die cDNA bei −20 ◦C.
3.1.6 Proteine
3.1.6.1 Aufarbeitung von Ma¨useorganen fu¨r Western Blots
Die Organe werden dem Tier entnommen, kurz in 0,9 % NaCl-Lo¨sung gewaschen, klein-
geschnitten, mit Flu¨ssigstickstoff schockgefroren und eventuell bei −80 ◦C zwischen-
gelagert. Die gefrorenen Stu¨cke werden in einem vorgeku¨hlten Porzellanmo¨rser unter
flu¨ssigem Stickstoff zu Pulver zermahlen, dabei werden entweder separate Mo¨rser ver-
wendet oder die Proben in der Reihenfolge knock-out und anschließend WT bearbeitet.
Das Organpulver wird in geku¨hlte Kryoro¨hrchen (Fa. Nunc) gefu¨llt und nach Abdampfen
des Stickstoffes gewogen. Pro mg Organpulver werden 2 µl SDS-Blaupuffer mit DTT
sofort zugegeben und gemischt. Die Proben werden in ein Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt
und bei 100 ◦C 10 min gekocht. Nach dem Scheren durch eine gelbe Kanu¨le (Fa. BD
Microlance 3 20G) wird 10 min mit 13000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die
U¨bersta¨nde werden zu 200 µl aliquotiert und bei −20 ◦C gelagert.
3.1.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
1 µl (1:10 vorverdu¨nntes) Proteinlysat in RIPA-Puffer wird mit H2O auf 800 µl aufgefu¨llt
und mit 200 µl BioRad Farbreagenz versetzt. Aus BSA wird eine Eichgerade erstellt, die
0, 2, 4, 6,...,16, 18 µg BSA entha¨lt. Nach einer 10 minu¨tigen Inkubation wird bei 595 nm
die OD gemessen und aus den Werten der Eichgerade die Proteinkonzentration in den
Proben bestimmt.
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3.1.6.3 Western Blot
Fu¨r den Westernblot werden entweder 4 - 12 % Bis-Tris-Gele (Fa. Invitrogen) mit MES-
Laufpuffer (Fa. Invitrogen), oder 12 % Tris-Glycin-Gele (Anamed) mit Proteinlaufpuffer
verwendet. Die mit SDS-Blaupuffer versetzten Proben werden 5 min bei 95 ◦C erhitzt.
Als Marker wird 10 µl SeeBlue R© Plus2 Prestained Standard (Fa. Invitrogen) verwendet.
Der Gellauf wird bei 24 mA durchgefu¨hrt. Die U¨bertragung der Proteine erfolgt mittels
Tankblot-Technik auf eine 0,2 oder 0,45 µm Nitrocellulose-Membran (Fa. Schleicher und
Schuell). Die Membran wird 30 sec in 30 % Methanol und 5 min in NuPage-Transferpuffer
(Fa. Invitrogen) aktiviert. Das Gel, Whatman-Papier und Schwa¨mme werden ebenfalls
5 min in Transferpuffer gelegt. In einem XCell IITMBlot Module (Fa. Invitrogen) wird
bei 31 V fu¨r 2,5 h der Transfer durchgefu¨hrt. Mit Ponceau S wird die Membran fu¨r
1 min gefa¨rbt und mit H2O entfa¨rbt um die Effektivita¨t des Transfers zu u¨berpru¨fen. Zur
vollsta¨ndigen Entfa¨rbung wird die Membran kurz in TBST geschwenkt. Die Membran
wird bei RT mindestens 2 h entweder in Roti R©-Block (Fa. Roth) oder in 5 % Milchpul-
ver in TBST (fu¨r alle AK außer CRP2) inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen
zu blockieren. Anschließend werden die jeweiligen AK in den angegebenen Verdu¨nnungen
zugegeben und u¨/N bei 4 ◦C unter Schwenken inkubiert. Nach viermaligem Waschen fu¨r
5 min in TBST wird der sekunda¨re HRP-gekoppelte AK zugegeben und 1,5 h bei RT
inkubiert. Die Membran wird dreimal 5 min in TBST und zweimal 5 min in TBS gewa-
schen und zwischen Papiertu¨chern kurz getrocknet. 500 µl Peroxide Buffer und 500 µl
Luminol/Enhancer Solution (SuperSignal R©West Dura Extended Duration Substrat, Fa.
Pierce) werden gemischt, auf die Membran gegeben, und diese in eine Plastikhu¨lle gelegt.
Auf der Hu¨lle wird mit dem Pencil No 1620 Listo Lead (Fa. Scienceware) der Marker nach-
gezeichnet. Im Lumi-ImagerTM (Fa. Boehringer Mannheim) wird die Membran belichtet
und mit der entsprechenden Software (Lumi Analyst 3.0) ausgewertet.
3.2 Angewandte Methoden in der Zellkultur
In dieser Arbeit werden HEK (human embryonal kidney cells) als Zellinie verwendet. An
Prima¨rkulturen werden murine HSC und die daraus erzeugten MFB eingesetzt.
3.2.1 Isolation der murinen HSC
Vor jeder Pra¨paration werden folgende Lo¨sungen vorbereitet und Lsg. 1 bis 4 im Wasser-
bad bei 37 ◦C vorgewa¨rmt:
1. 100 mg Pronase E (Merck) in 200 ml SC-2
2. 50 mg Collagenase P (Roche) in 200 ml SC-2
3. 50 mg Pronase E + 50 mg Collagenase P in 50 ml SC-2
4. 4 mg DnaseI (Roche) in 2 ml GBSS / B
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5. 4 g Nycodenz (Nycomed) in 14 ml GBSS / A
Die Maus wird mit Ketamin und Xylazin sediert, der Bauchraum geo¨ffnet und die
Pfortader freigelegt. Eine 26 G-Kanu¨le, verbunden mit dem mit SC-1-Medium gefu¨ll-
ten Perfusionsschlauch, in die Pfortader einfu¨hren und mit einer Bulldogklemme fixieren.
Anschließend wird die Vena cava inferior mit einer Schere durchtrennt und die Per-
fusion mit den vorgewa¨rmten Medien gestartet. Dabei wird eine Pumpgeschwindigkeit
von 6,5 ml/min verwendet und alle 4,5 min das Medium gewechselt. Zuerst wird mit
SC-1-Medium, dann mit Pronase E und zum Schluß mit Collagenase P perfundiert. An-
schließend wird die Leber herausgenommen und in 70 ml SC-2 Lo¨sung auf Eis gelagert
bis alle 5 Ma¨use pra¨pariert sind.
Die Lebern in der Lo¨sung zerkleinern und 40 ml Lo¨sung 3 und 1 ml Lo¨sung 4 zugeben.
Es erfolgt ein zusa¨tzlicher Verdau der Lebern fu¨r 20 min bei 37 ◦C im Wasserbad, dabei
wird ein pH von 7,2 - 7,4 eingestellt. Die Zellsuspension durch die Nylongaze (100 µm) in
3 Greinerro¨hrchen (50 ml) filtrieren und diese mit SC-2 Lo¨sung auffu¨llen. Anschließend
mit 500 g fu¨r 10 min bei 4 ◦C zentrifugieren und den U¨berstand bis auf 10 ml absau-
gen. Es werden 150 µl Lo¨sung 4 zugesetzt, vorsichtig resuspendiert, die Suspension in
2 Greinerro¨hrchen (50 ml) u¨berfu¨hrt und mit GBSS-B aufgefu¨llt. Erneut mit 500 g fu¨r
10 min bei 4 ◦C zentrifugieren, den U¨berstand absaugen und 150 µl Lo¨sung 4 zuge-
ben. Die Pellets in ca. 10 ml GBSSB resuspendieren, in einem Messzylinder poolen, mit
GBSS-B auf 36,5 ml auffu¨llen und mit der Nycodenz-Lo¨sung mischen. Die Zellsuspen-
sion auf 4 Falcons (15 ml) verteilen, mit 1,5 ml GBSSB u¨berschichten und mit 1500 g
fu¨r 15 min bei 4 ◦C ohne Abbremsen zentrifugieren. Die entstandenen weißen Banden
abheben, in ein 50 ml Greinerro¨hrchen geben, mit GBSSB auffu¨llen und mit 500 g fu¨r
10 min bei 4 ◦C zentrifugieren. Den U¨berstand absaugen, das Pellet in DMEM mit 10 %
FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin resuspendieren, die Zellzahl mittels
Neubauerkammer ermitteln und die Zellen zu 150000 pro 6well ausplattieren.
3.2.2 Kulturbedingungen
Standard-Kulturbedingung fu¨r alle Zellen ist 37 ◦C, Begasung mit 5 % CO2 und Luft-
feuchtigkeit von 100 %. Als Kultivierungsmedium wird DMEM (mit 25 mM Hepes und
4,5 g/l Glucose, ohne L-Glutamin; steril filtriert) mit folgenden Zusa¨tzen: 10 % FCS, 1 %
Penicillin und Streptomycin (10.000 U Penicillin/ml, 10.000 mg Streptomycin/ml), 2 %
L-Glutamin (200 mM L-Glutamin in 0,85 % NaCl-Lo¨sung) verwendet. Frisch isolierte
HSC werden in DMEM mit 20 % FCS und zusa¨tzlich 1:100 Gentamycin ausgesa¨t. Daran
schließt sich ein Mediumwechsel auf 10 % FCS-Medium nach 2 - 18 Stunden an, je nach
Anwachsverhalten und Reinheit der Pra¨paration.
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3.2.3 Zellen kultivieren
Zellen werden in der erforderlichen Menge mit dem oben angegebenen Medium ausplat-
tiert und nach 24 h wird dann ein Mediumwechsel vollzogen. Im Lauf der Kultivierung
wird alle 2 Tage das Medium gewechselt. Die erforderlichen Medien-Volumina variierten
je nach Plattengro¨ße, 1 ml fu¨r 12well, 2 ml fu¨r 6well, 4 ml fu¨r Petrischalen (Ø 6 cm) und
10 ml fu¨r Petrischalen (Ø 10 cm).
3.2.4 Zellen splitten
Die im Folgenden angegebenen Volumina beziehen sich auf 1 Petrischale (Ø 10 cm). Bei
einer Konfluenz von 90 bis 100 % werden die Zellen gesplittet. Nach der Entfernung des
Mediums werden die Zellen zweimal mit je 10 ml HBSS (w/o Ca2+ & Mg2+, 37 ◦C)
gewaschen und mit 1 bis 2 ml Trypsin bzw. Accutase bei 37 ◦C inkubiert, bis sich die
Zellen vom Plattenboden lo¨sen. Die Zellsuspension wird in 10 ml Medium aufgenommen
und tropfenweise auf die gewu¨nschte Anzahl neuer Platten verteilt, in diese sind 10 ml
Medium vorgelegt worden. HSC werden nicht aufgeteilt sondern nach Ablo¨sen mit Trypsin
nur auf neue Platten umgesetzt.
3.2.5 Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen
Die HEK-Zellen werden bei einer Konfluenz von ca. 60 % bis 70 % transfiziert. Mindestens
1 h vor der Transfektion erfolgt ein Mediumwechsel mit 1 ml fu¨r 6well und 400 µl fu¨r
12well auf Standardmedium mit verringerter FCS-Konzentration von 5 %. 100 µl DMEM
(ohne Zusa¨tze) werden mit 6 µl FuGENE versetzt und 10 Minuten bei RT inkubiert, dies
wird zu 2 µg DNA pipettiert und weitere 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend
wird das Gemisch tropfenweise auf die vorbereiteten Zellen gegeben. Ein Mediumwechsel
erfolgt nach 24 Stunden.
3.2.6 Vorbereitung von Glaspla¨ttchen fu¨r die Zellkultur
Die Deckgla¨ser werden in einer Plastikschale mit 25 %iger Salzsa¨ure bedeckt und gut
verschlossen 8 h bei 37 ◦C geschu¨ttelt. Die Lo¨sung entfernen und die Glaspla¨ttchen erst fu¨r
10 min unter fließendem Leitungswasser, nachfolgend dreimal mit viel Millipore-Wasser
und zuletzt dreimal mit viel sterilem Wasser waschen. Zum Aufbewahren werden die
Deckgla¨ser nach zweimaligem Waschen mit 70 %igem Ethanol in 70 %igem Ethanol bei
4 ◦C verschlossen aufbewahrt. Vor der Aussaat der Zellen werden die Deckgla¨ser in der
Sterilbank nach dem U¨berfu¨hren in steriles Wasser und dem Abflammen mit dem Bunsen-
brenner, in eine Kulturschale gelegt und fu¨r 12 - 48 h im Brutschrank unter Medium mit
10 % FCS inkubiert.
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3.3 Immunhistochemische Fa¨rbung und anderes
3.3.1 Einbettung von Gewebe in Paraffin
Die entnommenen Organe werden in 0,9 % NaCl-Lo¨sung gewaschen, in Streifen geschnit-
ten und in 10 - 25 ml 4 % Paraformaldehyd u¨/N inkubiert. Die Gewebestu¨cke werden bei
RT in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 % Ethanol) jeweils 2 h inkubiert.
Dann erfolgt eine Inkubation in Ethanol absolut u¨/N. Im Anschluß wird das Gewebe fu¨r
2 h in Ethanol absolut und zweimal in Xylol gegeben, bis das Gewebe durchscheinend
ist. Anschließend werden die Proben 2 h in flu¨ssigem Paraffin inkubiert und dann fu¨r
2 h in das na¨chste Paraffinbad u¨berfu¨hrt. Das Gewebe wird u¨ber Nacht in einem frischen
Paraffinbad inkubiert und am folgenden Tag eingeblockt. Mit einem Rotationsmikrotom
(RM 2145, Leica) werden Gewebeschnitte von 1,5 µm Schichtdicke angefertigt.
3.3.2 HE-Fa¨rbung
Die HE-Fa¨rbung dient der Anfa¨rbung von Paraffinschnitten, dabei werden v. a. Zell-
kerne bla¨ulich (durch das Ha¨matoxylin) und das Cytoplasma und Collagen ro¨tlich (durch
das Eosin) gefa¨rbt. Die Paraffinschnitte auf den Glasobjekttra¨gern werden fu¨r 40 min
bei 60 ◦C in den Ofen gestellt. Nach 15 min in Xylol werden die Schnitte durch eine
absteigende Alkoholreihe gefu¨hrt: 2 min Ethanol absolut, 1 min Ethanol 96 %, 1 min
Ethanol 70 %. Nach dem Spu¨len in Leitungswasser werden die Schnitte fu¨r 2 min in
Mayers Ha¨malaunlo¨sung inkubiert. Fu¨r 5 min unter fließendem Leitungswasser spu¨len
und entwickeln lassen. Anschließend 10 sec in Eosin fa¨rben, kurz mit Wasser spu¨len und
zu¨gig durch die aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, absolut) fu¨hren, damit das Eosin
nicht entfa¨rbt. Nach kurzer Inkubation in Xylol werden die Gewebeschnitte mit einem
Tropfen DPX Mountant versehen und ein Deckgla¨schen blasenfrei aufgelegt.
3.3.3 Sirius Red Fa¨rbung
Die Sirius Red Fa¨rbung dient der Anfa¨rbung von Paraffinschnitten. Collagen I wird dabei
rot-orange gefa¨rbt. Die Paraffinschnitte auf den Glasobjekttra¨gern werden fu¨r 40 min bei
60 ◦C in den Ofen gestellt. Nach zweimal 5 min in Xylol werden die Schnitte durch
eine absteigende Alkoholreihe gefu¨hrt: 2 min Ethanol absolut, 1 min Ethanol 96 %, 1 min
Ethanol 70 %. Anschließend werden die Schnitte kurz in Aqua bidest gespu¨lt und dann fu¨r
1 h in der Sirius Red Lo¨sung (0,1 g Sirius Red in 100 ml wa¨ssriger Pikrinsa¨urelsg., pH 2)
inkubiert. Zur Differenzierung werden die Schnitte 2 min in 0,001 N HCl-Lo¨sung inkubiert.
Nach kurzem Spu¨len in Aqua bidest werden die Schnitte zu¨gig durch die aufsteigende
Alkoholreihe (70 %, 96 %, absolut) gefu¨hrt und fu¨r ca. 3 min in Xylol inkubiert. Die
Gewebeschnitte werden mit einem Tropfen DPXMountant versehen und ein Deckgla¨schen
blasenfrei aufgelegt.
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3.3.4 Immunhistochemische Fa¨rbung
Die Paraffinschnitte werden dreimal fu¨r 5 min in Xylol gestellt und durch eine abstei-
gende Alkoholreihe gefu¨hrt: 2 x 2 min Ethanol absolut, 2 x 2 min Ethanol 96 %, 2 min
Ethanol 70 %. Anschließend werden die Schnitte in Aqua bidest gespu¨lt. Optional kann
nach 5 min Inkubation in PBS eine Antigendemaskierung mit 0,01 M tri-Natriumcitrat-
Dihydrat pH 6 fu¨r 2 min bei 180 W in der Mikrowelle, mit anschließendem 20 minu¨tigen
Abku¨hlen und waschen mit Aqua bidest, durchgefu¨hrt werden. Auf die Schnitte wird
Dako Peroxidase Blocking Reagenz gegeben, 30 min bei RT in einer feuchten Kammer
inkubiert und zweimal mit PBS gewaschen. Optional kann ein Blockierungsschritt fu¨r en-
dogenes Biotin mit dem Dako Avidin/Biotin System erfolgen, bei dem die Schnitte 10 min
mit Lo¨sung 1 dann 10 min mit Lo¨sung 2 inkubiert und mit PBS gewaschen werden. Der
Prima¨rantiko¨rper und die jeweiligen Kontrollen werden in 1 % BSA in PBS verdu¨nnt
(1:100 - 1:300) , je 100 µl pro Schnitt aufgetragen und in einer feuchten Kammer u¨/N
bei 4 ◦C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wird mit dem in 1 % BSA in
PBS verdu¨nnten, biotin-markierten Sekunda¨rantiko¨rper (meist 1:300) fu¨r 1h bei RT in
der feuchten Kammer inkubiert. Gleichzeitig wird in 1 ml 1 % BSA 15 µl Lo¨sung A und
15 µl Lo¨sung B des ABC-Komplex der Fa. Vectastain gegeben und fu¨r 1 h bei 4 ◦C
vorinkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Schnitte mit PBS wird 50 - 100 µl der
ABC-Lo¨sung zugegeben, fu¨r 30 min bei RT in der feuchten Kammer inkubiert und zwei-
mal mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgt die Inkubation mit dem DAB-Farbsubstrat,
je nach Farbentwicklung wird die Reaktion nach 1 - 15 min durch Waschen in Aqua bidest
gestoppt. Als Gegenfa¨rbung kann entweder Methylgru¨n oder Ha¨malaun verwendet wer-
den. Bei der Methylgru¨n-Fa¨rbung werden nach 5 min Inkubation die Schnitte sehr kurz
in Aqua bidest gewaschen und dann rasch durch die aufsteigende Ethanolreihe gefu¨hrt,
da der Farbstoff sich schnell auswa¨scht. Bei der Ha¨malaun-Fa¨rbung werden nach 5 min
Inkubation die Schnitte fu¨r 10 min unter fließendem Leitungswasser gebla¨ut und anschlie-
ßend je 1 min durch die aufsteigende Ethanolreihe gefu¨hrt. Nach zweimal 5 min Xylol
werden die Schnitte mit 1 Tropfen DPX Mountant versehen und ein Deckglas aufgelegt.
3.3.5 Immunfluoreszenz-Fa¨rbung
Die zu fa¨rbenden Zellen werden auf behandelten Glaspla¨ttchen (siehe 3.2.6), welche in
6wells lagen, ausgesa¨t und darauf kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wer-
den die Zellen fu¨r 10 min in 4 % PFA bei RT fixiert. Nach viermaligem Waschen mit
PBS werden die Zellen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS 3 min auf Eis permeabilisiert.
Anschließend werden die Zellen viermal mit PBS gewaschen und 30 min bei 37 ◦C in 1 %
BSA in PBS vorinkubiert. Anschließend werden die Zellen je nach gewu¨nschter Fa¨rbung
unterschiedlich behandelt. Entweder wird fu¨r 2 h bei 37 ◦C der Prima¨rantiko¨rper in PBS
(1:200) zugegeben, gefolgt von der Inkubation mit Fluoreszenzfarbstoff markiertem Se-
46
3.4 Zucht und Haltung der Tiere
kunda¨rantiko¨rper fu¨r 1,5 h bei RT im Dunkeln. Zur Aktinfa¨rbung werden 5 µl markiertes
Phalloidin in 1 % BSA in PBS zugegeben und im Dunkeln fu¨r 20 min bei RT inkubiert.
Bei einer Doppelfa¨rbung wird zuerst die Antiko¨rperfa¨rbung und dann die Aktinfa¨rbung
durchgefu¨hrt. Alle Zellen werden vor dem Eindeckeln mit Antifade dreimal mit PBS
gewaschen. Die Pra¨parate werden so weit wie mo¨glich im Dunkeln gehalten und unter
dem Fluoreszenzmikroskop fotographiert. Folgende Antiko¨rper und Reagenzien werden
verwendet:
Prima¨rantiko¨rper/Reagenz Sekunda¨rantiko¨rper
qCRP2 donkey anti-rabbit Rhodamin conjugated
qCRP2 swine anti-rabbit FITC conjugated
Alexa Fluor 488 phalloidin
rhodamine phalloidin
3.4 Zucht und Haltung der Tiere
Als Kontrolltiere fu¨r die Experimente und zur Ru¨ckkreuzung werden Ma¨use (Stamm:
C57BL/6J) der Firma Taconic (Bomholtgaard) Da¨nemark, oder aus der Zucht der Tierex-
perimentellen Abteilung des RWTH Universita¨tsklinikums Aachen verwendet. Die Tiere
werden im Tierstall unter Standardbedingungen gehalten (Raumtemperatur 20 - 23 ◦C,
relative Luftfeuchtigkeit 45 - 50 %, zwo¨lfstu¨ndiger Hell-Dunkel-Rhythmus (Licht an um
6 Uhr)). Die Tiere sind in Gruppen zu 2 - 6 Ma¨usen in Kunststoffka¨figen mit Metallab-
deckung (Macrolon R© Typ 2 und 3) unter freiem Zugang zu Trinkwasser aus Saugflaschen
und Standardfutter (Firma Altromin Zuchtfutter 1314) untergebracht.
Die Behandlung der Tiere wird dem Tierschutzgesetz entsprechend durchgefu¨hrt. Die
To¨tung der Tiere zur Organentnahme wurde der Bezirksregierung Ko¨ln am 08.01.2003
angezeigt, die intraperitonealen Injektionen mit CCl4 und die physiologischen Tests am
16.02.2004 beho¨rdlich genehmigt.
3.5 Charakterisierung der mutanten Mauslinie
3.5.1 Genotypisierung von Ma¨usen
Zur Genotypisierung wird genomische DNA aus Schwanzspitzen-Biopsien von Ma¨usen
gewonnen und mittels spezifischer PCR analysiert. Die Schwanzstu¨cke werden in 500 µl
Lysispuffer bei 55 ◦C u¨/N aufgelo¨st. Zur Abtrennung der restlichen Haare wird 10 min mit
13000 rpm in der Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert und der U¨berstand in ein neues
Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Nach Zugabe von gleichem Volumen Isopropanol wird die
DNA durch Zentrifugieren fu¨r 15 min mit 13000 rpm bei RT gefa¨llt. Der U¨berstand wird
verworfen und zum Pellet 60 µl Ethanol (70 %) gegeben. Anschließend wird 10 min mit
13000 rpm zentrifugiert und der U¨berstand verworfen. Das Pellet wird in 100 µl H2O
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resuspendiert. Pro Maus werden zwei PCR-Ansa¨tze erstellt, einen fu¨r das Wildtypallel
und einen fu¨r das ko.-Allel, dabei werden je 48 µl Mastermix mit 2 µl DNA versetzt
Mastermix Mutant Mastermix Wildtyp
5 µl Taqpuffer (10x) 5 µl Taqpuffer (10x)
2,1 µl Taq-Enzym (1 u/ µl) 2,1 µl Taq-Enzym (1 u/ µl)
2 µl dNTPs (10 mM) 2 µl dNTPs (10 mM)
2 µl Primer Neo (82,5 ng/ µl) 2 µl Primer 30 (82,5 ng/ µl)
2 µl Primer 31 (82,5 ng/ µl) 2 µl Primer 31 (82,5 ng/ µl)
34,9 µl H2O 34,9 µl H2O
Die PCR wird im Thermocycler mit folgendem Programm durchgefu¨hrt:
5 min 95 ◦C
30 x : 1 min 95 ◦C
1 min 50 ◦C
3 min 72 ◦C
10 min 72 ◦C
Abku¨hlen auf 4 ◦C
Zum PCR-Ansatz werden 15 µl Stopmix gegeben und anschließend 25 µl in ein 1,6 %
Agarosegel pipettiert. Die Produktla¨ngen sind 422 bp fu¨r das ko.-Allel und 218 bp fu¨r
das Wildtypallel.
3.5.2 Pha¨notypisierungsuntersuchungen
Fu¨r diese Untersuchungen werden von ma¨nnlichen und weiblichen Tieren jeden Geno-
types (WT, heterozygot und ko.) 12 Stu¨ck herangezogen. Diese Tiere werden nicht nach
Genotyp getrennt sondern verbleiben bei den gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern.
Die Gruppengro¨ße variiert von 2 bis 5 Tiere.
3.5.2.1 Bestimmung des Ko¨rpergewichts
Das Gewicht der Tiere wird in der Regel in der Woche nach dem Absetzen das erste Mal
bestimmt und dann wo¨chentlich bis zum Versuchsende. Die Tiere werden in den Tier-
haltungsra¨umen jeweils am gleichen Wochentag zwischen 9 - 11 Uhr auf einer normalen
Labor-Waage in einem leeren, kleinen Macrolon-Ka¨fig gewogen.
3.5.2.2 Neurologische Reflexe
Die Bestimmung der neurologischen Reflexe wird in der Regel in der 16. Woche, jeweils am
gleichen Wochentag in den Tierhaltungsra¨umen durchgefu¨hrt. Die neurologischen Tests
(a) bis (e) werden an einem Tier hintereinander vorgenommen.
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(a) Augenreflex
Zur Bestimmung des Augenreflexes wird die Maus in der Hand fixiert und sich dem Auge
mit einem sterilen Q-Tips angena¨hert. Der normale Reflex ist ein Schließen des Lids.
(b) Aufrichtreflex
Die fixierte Maus wird auf den Ru¨cken in einen leeren, großen Macrolonka¨fig gelegt, so
daß keine Pfote den Boden beru¨hrt. Anschließend wird die Fixierung der Maus gelo¨st,
und ihr schnelles Aufrichten auf die Fu¨ße beobachtet.
(c) Ohrreflex
Die im leeren Ka¨fig laufende Maus wird mit dem Q-Tip leicht an den Ohren beru¨hrt.
Dabei wird der Q-Tip von oben hinter der Maus herangefu¨hrt, die Ohrmuschel aber von
vorne beru¨hrt. Der normale Reflex ist ein Wegklappen bzw. Zucken des Ohres.
(d) Haltungsreflex
Der Ka¨fig mit der Maus wird schnell erst von links nach rechts und dann von vorne nach
hinten gekippt, jeweils ca. 10 x. Der normale Reflex ist das weite Ausstrecken aller Beine
um mo¨glichst gut die Balance und eine gerade Position des Ko¨rpers beizubehalten.
(e) Schnurrhaar-Reflex
Die Schnurrhaare der frei im Ka¨fig laufenden Maus werden mit einem weichen Plastik-
sta¨bchen leicht von hinten beru¨hrt. Der normale Reflex besteht aus dem Stoppen der
Schnurrhaarbewegung und evtl. einem Drehen des Kopfes in Richtung der beru¨hrten
Seite.
3.5.2.3 Motorische Fa¨higkeiten
Zur U¨berpru¨fung der motorischen Fa¨higkeiten werden die unten aufgefu¨hrten 4 Tests
verwendet. Der Vertikal-Aufrichtungstest und der Ha¨ngetest werden in der Regel in
der 16. Woche am gleichen Wochentag in den Tierhaltungsra¨umen durchgefu¨hrt. Dabei
durchla¨uft eine Maus hintereinander beide Tests bevor sie wieder in den Haltungska¨fig
gesetzt wird.
(a) Vertikal-Aufrichtungstest
Die Maus wird auf einen horizontal gehaltenen 40 cm langen, mit 3M DuraporeTM um-
wickelten Stab mit 2,4 cm Durchmesser gesetzt. Der Stab wird langsam in die Vertikale
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aufgerichtet, bis ein 90◦-Winkel erreicht ist, oder die Maus vom Stab gefallen ist. Eine
Winkelskala wird an der Wand angebracht, vor der der Test durchgefu¨hrt wird. Der jeweils
von der Maus erreichte Winkel bezu¨glich der Horizontalen wird festgehalten.
(b) Ha¨ngetest
Ein normaler kleiner Ka¨figdeckel aus Metallstreben wird an den Ra¨ndern mit Klebeband
abgeklebt, damit die Maus wa¨hrend des Tests nicht auf die Oberseite klettern kann. Die
Maus wird oben auf den Deckel gesetzt und dieser leicht geschu¨ttelt, damit die Maus sich
festkrallt. Dann wird der Deckel schnell umgedreht, so daß die Maus an der Unterseite
ha¨ngt, und ca. 40 cm waagrecht u¨ber dem Boden gehalten. Fu¨r den Test wird ein 60-Sek-
Zeitlimit verwendet. Das Erreichen des Limits oder die Zeit bis zum Herunterfallen der
Maus wird festgehalten.
(c) Rotarod-Experiment
Folgende Programme werden fu¨r das Rotarod-Experiment verwendet:
konstantes Programm RPM beschleunigtes Programm RPM
0 16 5 2 - 20
1 20 7 3 - 30
9 4 - 40
Tabelle 1: ausgewa¨hlte Programme des Rotarods fu¨r den Versuch.
Zur Gewo¨hnung der Tiere an das Rotarod werden in der 22. Lebenswoche erst drei
Trainingstage und anschließend der Versuchstag abgehalten. An den Trainingstagen wer-
den je 2 Versuche mit einem Zeitlimit von 5 min mit jeder Maus durchgefu¨hrt, sie wird da-
bei in Laufrichtung auf das sich drehende Rad gesetzt. Zwischen den einzelnen Versuchen
haben die Tiere 10 - 20 min Pause. Folgende Programme werden fu¨r die Trainingsla¨ufe
gewa¨hlt:
Tag 1: 2 x Programm 0
Tag 2: 2 x Programm 1
Tag 3: erster Versuch Programm 5, zweiter Versuch Programm 7
Fu¨r das Experiment wird Programm 9 verwendet. Bei allen La¨ufen wird jeweils die Ge-
samtzeit auf dem Rotarod, die Zeit die ru¨ckwa¨rts gegangen wird und die Anzahl der
”
U¨berkopfrollen“ festgehalten.
(d) open-field
Das open-field besteht aus Plexiglas, besitzt eine Grundfla¨che von 40 x 40 cm und eine
Seitenho¨he von 25 cm. Die Grundfla¨che ist durch eingeritzte Linien im Abstand von 5 cm
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in 64 Quadrate unterteilt. Die Maus (20. Lebenswoche) wird in einer Ecke des open-
fields abgesetzt und kann sich u¨ber einen Zeitraum von 5 min frei darin bewegen. Dies
wird mit einer u¨ber dem open-field montierten Kamera aufgezeichnet. Die resultierenden
Aufnahmen werden in Zeitlupe analysiert und folgende Parameter festgehalten:
- Gesamtzeit verbracht in den 48 a¨ußeren Quadraten
- Anzahl der, mit den Hinterbeinen u¨berschrittenen Linien in den 48 a¨ußeren Quadraten
- Zeit verbracht mit Bewegungen in der Vertikalen in den 48 a¨ußeren Quadraten
- Gesamtzeit verbracht in den 16 zentralen Quadraten
- Anzahl der mit den Hinterbeinen u¨berschrittenen Linien in den 16 zentralen Quadraten
- Zeit verbracht mit Bewegungen in der Vertikalen in den 16 zentralen Quadraten
3.5.2.4 Blutuntersuchung
Das murine Blut wird in Microvetten R© u¨berfu¨hrt und im Zentrallabor untersucht. Fu¨r
die EDTA-Analyse wird der CD 3700 (Fa. Abbott) in dem kalibrierten Tiermodus fu¨r
Ma¨use verwendet. Die Analyse der Serumparameter (außer Bilirubin direkt) wird am
BM Hitachi 747 (Fa. Roche Diagnostics) durchgefu¨hrt, das Bilirubin direkt wird am BM
Hitachi 917 (Fa. Roche) gemessen.
3.5.3 CCl4-Injektion
Als Versuchstiere werden Csrp2 -ko.-Weibchen aus einem Wurf verwendet. Als Kontrollen
werden Weibchen des Wildtypstamms (C57BL/6J) aus der hauseigenen Zucht des Insti-
tutes fu¨r Versuchstierkunde verwendet. Die Tiere sind zu Versuchsbeginn 6 Wochen alt.
Zweimal pro Woche werden u¨ber einen Zeitraum von 6 - 10 Wochen 1 ml/kg CCl4 in
Mineralo¨l (1:1) intraperitoneal injiziert. Vor jeder Injektion werden die Ma¨use gewogen
und je nach Ko¨rpergewicht 50 µl der entsprechenden Mischung gespritzt (siehe Tabel-
le 2).
Mischung Ko¨rpergewicht in g CCl4 in ml O¨l in ml
-1 13 - 14 0,67 1,83
0 15 - 16 0,78 1,73
1 17 - 19 0,90 1,60
2 20 - 22 1,05 1,50
3 23 - 25 1,20 1,30
4 26 - 28 1,35 1,15
5 29 - 31 1,50 1,00
6 32 - 33 1,60 0,88
Tabelle 2: Mischungen der Injektionslo¨sung.
Am Versuchsende werden die Tiere mit Isofluran beta¨ubt und das Herz zur Blutentnahme
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punktiert. Aus dem Serum werden folgende Parameter bestimmt:
AST, ALT, AP, Bilirubin (gesamt) und γ-GT
Nach Durchtrennung der Halswirbelsa¨ule werden die Leber und Nieren entnommen und
in 0,9 %iger NaCl-Lo¨sung gewaschen. Aus der Leber wird ein Streifen herausgeschnitten
und in Paraformaldehyd fixiert, dabei wird darauf geachtet, daß das Material jeweils un-
gefa¨hr an der gleichen Stelle entnommen wird. Anschließend wird das fixierte Gewebe in
Paraffin eingebettet.
3.5.4 Elektronenmikroskopie
Das frisch pra¨parierte Herzgewebe des linken Ventrikels wird in Stu¨ckchen mit 1 - 2 mm
Kantenla¨nge geschnitten, in 3 % Glutaraldehyd, 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2 minde-
stens 24 h fixiert und anschließend in Epoxydharz (Epon, Fa. Fluka) eingebettet. Die
eingebetteten Gewebe werden lichtmikroskopisch auf Bereiche untersucht, in denen die
Herzmuskelfasern la¨ngs angeschnitten waren. Diese Proben werden ultradu¨nn geschnitten
(100 nm), mit Uranylcitrat und Bleicitrat kontrastiert und Aufnahmen mit einem Phillips
EM400 Transmissions-Elektronenmikroskop gemacht.
3.5.5 Echokardiographie der Ma¨use
Die Tiere werden mit einer Mischung aus Ketamin und Xylamin (100 mg/kg Ketamin;
5 mg/kg Xylamin) intraperitoneal injiziert, sediert. Anschließend werden sie mit einem
12 MHz-Schallkopf und dem Phillips Sonos 5500 im 2D/M-Mode der Echokardiographie
unterzogen. Dabei werden LVEDD, LVESD und die Dicken der Vorderwand und Hinter-
wand jeweils in der Diastole und in der Systole bestimmt. Die FS % wird nach folgender
Formel berechnet:
FS % =
LVEDD − LVESD
LVEDD
×100
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4.1 Zucht und Fertilita¨t der Csrp2-ko.-Ma¨use
Zu Beginn der Arbeit wurden heterozygote Csrp2 -ko.-Ma¨use in der Ru¨ckkreuzungsge-
neration N5 von PD Dr. R. Weiskirchen u¨bernommen und mit C57BL/6J-Ma¨usen bis
Generation N10 ru¨ckgekreuzt. Dabei war bei jeder Verpaarung immer ein Elterntier he-
terozygot und das andere Wildtyp bezu¨glich Csrp2. Die daraus resultierenden Nachkom-
men wurden genotypisiert und die heterozygoten fu¨r die Weiterzucht verwendet. Die
heterozygoten Tiere der Generation N10 wurden untereinander verpaart um homozygote
Csrp2 -ko.-Ma¨use zu erhalten, welche ins Europa¨ische Maus Mutanten Archiv (EMMA)
eingebracht wurden. Der Prozeß der Archivierung la¨uft momentan, wenn er abgeschlossen
ist, wird die Linie dort unter der Bestellnummer EM:01784 zu beziehen sein. In verschie-
denen Ru¨ckkreuzungsstufen wurden Verpaarungen aus heterozygoten Tieren gebildet.
Daraus resultierende homozygote Csrp2 -ko.Tiere wurden miteinander verpaart um ho-
mozygote Csrp2 -ko.Tiere fu¨r die Versuche zu generieren. Homozygote Csrp2 -ko.-Tiere
sind fertil und zeigten in Wurfgro¨ße und -ha¨ufigkeit keine Auffa¨lligkeit.
Abbildung 5: Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte der Genotypisierung. Die Pri-
mer fu¨r das Wildtypallel (30, 31) ergeben ein Produkt von 218 bp, die Primer fu¨r den
knock-out (Neo, 31) ergeben ein Produkt von 422 bp La¨nge.
Die Genotypisierung mittels PCR wurde auf genomischer DNA aus Ma¨useschwanz-
biopsien durchgefu¨hrt (siehe 3.5.1). In Abbildung 5 ist ein repra¨sentatives Agarosegel,
auf dem alle 3 mo¨glichen Genotypen vorhanden sind, dokumentiert. Pro Maus wurden in
separaten PCR-Reaktionen je ein Primerpaar fu¨r das vera¨nderte Allel (1) und eines fu¨r
das Wildtypallel (2) verwendet. Erha¨lt man fu¨r eine Maus nur in Ansatz 2 ein spezifisches
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PCR-Produkt, so ist sie homozygot Wildtyp (+/+). Erha¨lt man fu¨r eine Maus nur in
Ansatz 1 ein spezifisches PCR-Produkt, so ist sie homozygot knockout (−/−). Sind in
beiden Ansa¨tzen spezifische Produkte vorhanden, so ist die Maus bezu¨glich des Csrp2 -
Gens heterozygot (+/−). Alle Nachkommen aus heterozygoten Verpaarungen wurden
genotypisiert und dabei beobachtet, dass die Verteilung der Genotypen den Mendelschen
Regeln entspricht (siehe Tabelle 3).
Genotyp Anzahl der geborenen Ma¨use
(% der Gesamtanzahl)
Anzahl vorhergesagt durch
die Mendelsche Genetik
(% der Gesamtanzahl)
Csrp2 +/+ 128 (26) 122,3 (25)
Csrp2 +/− 243 (50) 244,5 (50)
Csrp2 −/− 118 (24) 122,3 (25)
Tabelle 3: Verteilung der Genotypen der Nachkommen von heterozygoten Verpaarungen
und Vergleich mit den Zahlenangaben der Mendelschen Regeln.
4.2 Sequenzierung der Csrp2 Exons 3 - 6
Ausgehend von Vorarbeiten von PD Dr. R. Weiskirchen wurden die noch fehlenden Ab-
schnitte des murinen Csrp2 -Gens ab Exon 3 sequenziert (siehe Abbildung 6).
Abbildung 6: schematische Darstellung der genomischen Sequenz von Csrp2. Graue Bal-
ken entsprechen den Bereichen von Csrp2, die bereits sequenziert waren, die Zahlen
bezeichnen die bp der Sequenz von Csrp2 von Celera Genomics.
Beruhend auf der Csrp2 -Sequenz (Stamm: C57BL/6J) von Celera Genomics wurden
die Primer J1 - J45r generiert, deren Produkte die Sequenzierung der noch fehlenden Be-
reiche ermo¨glichen sollten. Die aus diesem Projekt resultierende Sequenz (siehe Anhang A
Seite 109) wurde unter der GenBank accession number AY533303 im Internet auf den Sei-
ten des National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
vero¨ffentlicht. Die 17303 bp lange DNA-Sequenz beinhaltet die Exons 3 - 6 des Csrp2 -Gens
(siehe Tabelle 4) und das Polyadenylierungssignal (bp 4617 - 4622).
In Abbildung 7 wird das komplette Csrp2 -Gen schematisch dargestellt, wobei die
La¨ngen der Introns und Exons maßstabsgetreu wiedergegeben sind.
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Exon Basenpaare La¨nge in bp
3 287 - 455 169
4 2876 - 3005 130
5 3776 - 3869 94
6 4350 - 4633 284
Tabelle 4: La¨nge der Exons 3 - 6 und ihre Lage innerhalb der Gensequenz AY533303.
Abbildung 7: Schematische Darstellung des murinen Csrp2 -Gens. Die dicken Balken ent-
sprechen den 6 Exons, die Verbindungslinie stellt die Introns dar.
4.3 mCRP1 - 3 Herstellung
Folgende Primer (crp1klonfor, crp1klonrev; crp2klonfor, crp2klonrev; crp3klonfor und
crp3klonrev) wurden fu¨r die Vervielfa¨ltigung der cDNA Sequenzen von Csrp1, Csrp2 und
Csrp3 mittels PCR verwendet. Als Template diente cDNA von Wildtypma¨usen aus dem
Herz (fu¨r Csrp2 und 3) oder der Lunge (Csrp1 ). Die Produkte wurden mittels Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt, die erhaltenen Banden mit den erwarteten Fragmentla¨ngen
verglichen (Csrp1 = 600 bp; Csrp2 = 620 bp; Csrp3 = 610 bp), aus dem Gel aus-
geschnitten und durch Dialyse gereinigt. Die getrocknete DNA wurde zu 10 ng/µl in
H2O aufgenommen und davon je 30 ng fu¨r die Ligation in den pGEM-T Easy Vektor (Fa.
Promega) eingesetzt. Nach Ligation und Transformation u¨ber Hitzeschock in E. coli XL1-
Blue wurde auf ampicillinhaltigen Platten selektioniert. Die Plasmid-DNA der gewa¨hlten
Klone wurde durch Verdau mit Restriktionsendonucleasen u¨berpru¨ft: Csrp1 mit ApaI,
Csrp2 mit ApaI und Csrp3 mit PstI.
Die Klone 1E, 2D’ und 3L beinhalteten die korrekte Sequenz und konnten fu¨r den
na¨chsten Klonierungsschritt in den Expressionsvektor pCMVMyc (Fa. Clontech) einge-
setzt werden. Dazu wurden die Csrp-tragenden Vektoren und der Vektor pCMVMyc
mit EcoRI geschnitten, in einem Agarosegel aufgetrennt und mittels Dialyse gereinigt.
Die getrocknete DNA wurde zu 10 ng/µl (Inserts) bzw. 50 ng/µl (Expressionsvektor) in
H2O aufgenommen und im Verha¨ltnis 3:1 im Ligationsansatz verwendet. Nach Ligation
und Transformation u¨ber Hitzeschock in E. coli XL1-Blue wurde auf ampicillinhaltigen
Platten selektioniert. Die Plasmid-DNA der gewa¨hlten Klone wurde durch Verdau mit
Restriktionsendonucleasen u¨berpru¨ft: ApaI fu¨r Csrp1, ApaI fu¨r Csrp2 und PstI bzw. SacI
fu¨r Csrp3.
Durch Sequenzierung mit dem Primer MA001 wurden die Klone H1 fu¨r Csrp1, D2 und
F2 fu¨r Csrp2 und 19 und 23 fu¨r Csrp3 u¨berpru¨ft und keine abweichenden Basenpaare
55
4 Ergebnisse
festgestellt. Eine schematische Darstellung dieser Vektoren befindet sich in Anhang B
Seite 115. Die EcoRI-Fragmente der Inserts wurden als spezifische murine Csrp-Sonden
fu¨r Northern Blots eingesetzt. Nach einer Plasmidgroßpra¨paration wurden je 2 µg der
DNA fu¨r Transfektion in HEK293 Zellen verwendet um die Expression der Proteine zu
u¨berpru¨fen. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen in SDS-Ladepuffer mit DTT ge-
erntet und jeweils 5 µl fu¨r Western Blots verwendet. Zuna¨chst wurden die CRP-Proteine
u¨ber den myc-Tag durch den entsprechenden Antiko¨rper nachgewiesen, da dieser Anti-
ko¨rper sensitiver als z. B. der spezifische CRP2-AK ist. In allen untersuchten Proben
waren deutliche Myc-Signale zu erkennen, welche sich auf der gleichen Ho¨he wie das der
Positivkontrolle hCRP2-Myc befinden, siehe Abbildung 8.
A B
Abbildung 8: Western Blots der Proteinlysate der transfizierten HEK293 Zellen mit c-
myc-AK (A), CRP2-AK (B links), CRP1-AK (B mitte) und CRP3-AK (B rechts).
Aufgetragen sind: hCRP2 (P), See Blue R© Plus 2 Prestained Marker (M), mCRP1
Klon H1 (H1), mCRP2 Klon D2 (D2), mCRP2 Klon F2 (F2), mCRP3 Klon 19 (19)
und mCRP3 Klon 23 (23).
Der mCRP-Anteil der exprimierten Proteine wurde anschließend u¨ber die jeweiligen
Antiko¨rper nachgewiesen. Mit allen Antiko¨rpern wurde zumindest ein spezifisches Signal
der erwarteten Gro¨ße erhalten. Der CRP1-Antiko¨rper (Fa. Bd Biosciences) ist hoch spezi-
fisch und erkennt nur mCRP1, der CRP2-AK (Fa. Davids Biotechnologie) zeigt in diesem
Experiment mit einer kurzen Inkubationszeit bei RT nicht die sonst auftretende Kreuz-
reaktion mit mCRP1 (siehe auch Abbildung 17 C in Abschnitt 4.4). Da das Signal von
mCRP2 unter diesen Bedingungen auch wesentlich schwa¨cher ausfa¨llt, wurde fu¨r die We-
sternblots mit CRP2 weiterhin die Inkubation u¨/N bei 4 ◦C durchgefu¨hrt. Der CRP3-AK
(Fa. Abcam) ergibt ein deutliches Signal fu¨r mCRP3, zeigt aber schwache Kreuzreaktio-
nen mit mCRP1 und mCRP2. Deswegen wurden fu¨r CRP3 nachtra¨glich die Bedingungen
optimiert um die Bindungsspezifita¨t zu erho¨hen und in folgenden Experimenten wurde
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eine AK-Verdu¨nnung von 1:2000 verwendet. Die mCRP-Proteine wurden somit von den
HEK293 Zellen in großer Menge exprimiert. Die Lysate in Blaupuffer wurden fu¨r die Ver-
wendung als Positivprobe in nachfolgenden Westernblots noch 1:10 verdu¨nnt und davon
in der Regel 10 µl eingesetzt, damit das Signal der Positivprobe nicht um ein Mehrfaches
sta¨rker ist als das der zu untersuchenden Proben.
4.4 Beweis der Funktionalita¨t des knock-outs
Zuna¨chst wurde auf DNA-Ebene u¨berpru¨ft, ob die Insertion der Neomycin-Kassette er-
folgreich war. Dazu wurde fu¨r den Southern Blot genomische DNA von als WT, hetero-
zygot oder ko.-genotypisierten Ma¨usen einer BamHI-Spaltung unterzogen, gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran u¨bertragen. Ein extern zur Disruption
gelegenes 1,5 kb-XhoI-Fragment von CSRP2 wurde als Sonde verwendet.
Abbildung 9: Southern Blot mit CSRP2 -Sonde von je einem WT, heterozygotem und
ko.-Tier. Beim Wildtyp ist eine Bande von 9,8 kb, beim ko.-Tier ist eine Bande von
4,9 kb La¨nge zu sehen. Das heterozygote Tier zeigt zwei Banden, da ein Allel mutiert
ist und das andere dem Wildtyp entspricht.
Im Southern Blot ist deutlich zu sehen, dass die Sonde je nach Genotyp der Maus
an spezifische Fragmente von unterschiedlicher La¨nge bindet. Durch Vergleich der Lauf-
strecken der Markerbanden und der Fragmente wurde bei zwei Experimenten im Durch-
schnitt fu¨r die obere Bande eine La¨nge von 10,3 kb und fu¨r die untere Bande eine La¨nge
von 5 kb ermittelt. Die genomische Wildtyp-Sequenz wurde auf Restriktionsstellen fu¨r
BamHI (bp 12149) untersucht (http://www.in-silico.com/restriction) und eine theoreti-
sche La¨nge von 12 kb fu¨r das entsprechende Fragment ermittelt (siehe Abbildung 10).
Durch die Insertion der Neomycin-Kassette mit enthaltener BamHI-Schnittstelle (nach
1,3 kb) in die StuI-Schnittstelle (bp 7292), hat das detektierbare Fragment des ko.-Allels
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Abbildung 10: Relative Lage der Restriktionsstellen von BamHI, XhoI und StuI in der
genomischen Sequenz von Csrp2 bezu¨glich der im Southern Blot verwendeten Sonde
(dick dargestellt). Die Zahlen bezeichen die bp innerhalb des Csrp2 -Gens entsprechend
des Genbankeintrages AY533303.
eine theoretische La¨nge von 8,6 kb. Trotz geringer Unstimmigkeiten zwischen den ex-
perimentell bestimmten und den theoretischen Fragmentla¨ngen konnte auf DNA-Ebene
durch Verringerung der BamHI-Fragmentla¨nge nachgewiesen werden, dass die genomi-
sche Csrp2 -Struktur vera¨ndert wurde.
Nach der DNA-Ebene wurde die RNA-Ebene untersucht. Dazu wurde aus Nieren von
Wildtyp und Csrp2 -ko.-Tieren Gesamt-RNA isoliert und im Northern Blot mit Csrp2
hybridisiert. Wie erwartet zeigten die Wildtyp-Tiere eine spezifische Bande von ca. 1 kb
La¨nge. Doch auch die ko.-Tiere wiesen auf gleicher Ho¨he eine deutlich schwa¨chere Bande
auf (siehe Abbildung 11).
Abbildung 11: Northern Blot mit 10 µg Gesamt-RNA aus Nieren von je 3 Wildtyp-
Ma¨nnchen und 3 ko.-Ma¨nnchen. Als Sonde diente ein 0,6 kb-EcoRI-Fragment des Cs-
rp2 -Klons D2 (siehe 4.3).
Um das Vorhandensein der spezifischen mRNA-Bande im ko.-Tier im Northern Blot zu
erkla¨ren, wurde eine PCR mit den Primern RW5 (GACAGCACAACAGTGGCG) und
RW8 (GATCATTGGAGCTGGGAAG) durchgefu¨hrt. Diese flankieren die Insertions-
stelle und als Template wurde cDNA aus der Niere von je einem Wildtyp- und einem
ko.-Tier verwendet. Die Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
(siehe Abbildung 12), die Banden ausgeschnitten, durch Dialyse gereinigt, sequenziert
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Abbildung 12: Agarosegelelektrophorese der PCR mit RW5 und RW8.
−/−RW5+8 AACATGGACCGCGGTGAGAGACTGGGCATCAAGCCAGAGAGTTCTAATTCCATCAGAAGC 146
mCSRP2 AACATGGACCGCGGTGAGAGACTGGGCATCAAGCCAGAGAGTGCTCAACCTCACAGG--- 296
****************************************** ** * * ***
−/−RW5+8 TGGTCGCCTACGACAAATCCAAACACTTCTAAATTTGCCCAGAAATATGGAGGAGCTGAG 206
mCSRP2 ------CCTACGACAAATCCAAACACTTCTAAATTTGCCCAGAAATATGGAGGAGCTGAG 351
******************************************************
−/−RW5+8 AAGTGTTCCAGGTGTGGGGATTCCGTGTATGCTGCGGAGAAGATCATTGGAGCTGGGGAA 266
mCSRP2 AAGTGTTCCAGGTGTGGGGATTCCGTGTATGCTGCGGAGAAGATCATTGGAGCTGGGAAG 411
********************************************************* *
Abbildung 13: Sequenzvergleich zwischen dem Hauptprodukt der PCR des ko.-Tieres und
Csrp2 mit dem Online-Programm CLUSTAL W (1.82). Hervorgehoben durch dicke,
unterstrichene Schrift ist das Exon 4.
und mit der Sequenz von Csrp2 verglichen. Die Sequenz des Wildtyps zeigt im Exon 4,
welches fu¨r die Insertion der Neomycin-Kassette verwendet wurde, keine Abweichung von
der Vergleichssequenz aus der Datenbank. Die Hauptbande des Csrp2 -ko.-Tieres ist ge-
nauso groß wie die des Wildtyps, ihre Sequenz weicht auf einem Abschnitt von insgesamt
23 Basenpaaren vom Wildtyp ab (siehe Abbildung 13). Die ca. 400 bp große Bande be-
steht aus 2 Sequenzbereichen, die homolog zu Csrp2 sind (bp 1-128 und bp 227- 342),
welche durch ein Stu¨ck (bp 129 -226) des Plasmids K51, aus dem die Neomycin-Kassette
als XhoI-SalI-Fragment verwendet wurde, getrennt sind. Die zu Csrp2 homologe Sequenz
beginnt wieder, wie im Hauptprodukt mit der Ha¨lfte der StuI-Schnittstelle (CCT). Die
untere Bande stellte eine U¨berlagerung von Sequenzen dar und wurde nicht weiter unter-
sucht. Somit konnte gezeigt werden, dass das inserierte Neomycin-Fragment mehr oder
minder vollsta¨ndig aus der mRNA heraus gespliced wird.
Die abweichenden Nucleotide des Hauptproduktes der PCR des ko. wurden mit der
Sequenz des Plasmids K51 verglichen und auf potentielle splice-Stellen untersucht (siehe
Abbildung 14).
Es wurde eine Akzeptor splice-Stelle 11 nt 3´ von der SalI-Schnittstelle gefunden,
diese erkla¨rt die im Northern Blot des ko.-Tieres detektierbare Csrp2 -mRNA. Diese Se-
59
4 Ergebnisse
−/−RW5-8 ------------------------------------------------------------
K51 GAAGAACGAGATCAGCAGCCTCTGTTCCACATACACTTCATTCTCAGTATTGTTTTGCCA 1860
−/−RW5-8 --TTCTAATTCCATCAGAAGCTGGTC---------------------------------- 23
K51 AGTTCTAATTCCATCAGAAGCTGGTCGACCGGTCGACCAGCTTGGATCCGGAGAGCTCCC 1920
************************
Abbildung 14: Sequenzvergleich zwischen dem ko.-Csrp2 -mRNA-Abschnitt und der In-
sertsequenz mit dem Online-Programm CLUSTAL W (1.82). Hervorgehoben ist die
potentielle splice-Stelle (unterstrichen, fett) und die zur Klonierung verwendete SalI-
Schnittstelle (kursiv).
quenzabweichung der mRNA des Csrp2 -ko.-Tieres wu¨rde zu einer Vera¨nderung in der
Aminosa¨ure-Abfolge eines daraus translatierten Proteins fu¨hren. Dies ist in Abbildung
15 dargestellt. Die vera¨nderten Aminosa¨uren (SNSIRSWS) befa¨nden sich an den Positio-
nen 95 - 102, statt der im mCRP2 normalerweise vorkommenden Aminosa¨uren (AQPHR,
Nr. 95 - 98). Diese Aminosa¨uren sind Teil der Linkerregion zwischen den funktionellen
Doma¨nen LIM-1 und LIM-2.
ko. bp CCA GAG AGT TCT AAT TCC ATC AGA AGC TGG TCG CCT ACG
ko. AS P E S S N S I R S W S P T
WT bp CCA GAG AGT GCT CAA CCT CAC AGG CCT ACG ACA AAT CCA
WT AS P E S A Q P H R P T T N P
Abbildung 15: A¨nderung in der Aminosa¨ureabfolge im mCRP2-Protein des ko.-Tieres
bedingt durch das Splicen der inserierten Neomycin-Kassette. Hervorgehoben durch
dicke Schrift sind die abweichenden Aminosa¨uren.
Das Ergebnis der Analyse der mRNA-Ebene fu¨hrte dazu, dass auf Proteinebene die
Funktionalita¨t des knock-out kontrolliert werden mußte, da evtl. CRP2-Protein mit ge-
ringfu¨gig variierter Aminosa¨uresequenz in den vera¨nderten Ma¨usen exprimiert werden
ko¨nnte. Dies wurde durchWestern Blot Analysen mit Nierenlysaten von ko.- undWildtyp-
Tieren u¨berpru¨ft. Dabei wurden verschiedene Antiko¨rper gegen CRP2 eingesetzt, da kein
”
perfekter“ Antiko¨rper zur Verfu¨gung stand. Eine Schwierigkeit bei der Analyse auf Pro-
teinebene besteht darin, dass die anderen beiden Mitglieder der CRP-Familie, na¨mlich
CRP1 und CRP3 hohe Homologien zu CRP2 aufweisen (bei mCRP2: 79 % zu mCRP1
und 64 % zu mCRP3), was zur Kreuzreaktivita¨t einiger Antiko¨rper fu¨hrt. In Abbildung
16 sind die zur Herstellung der anderen anti-CRP2-AK verwendeten Peptide markiert
und ihre Lage bzgl. der potentiell vera¨nderten Aminosa¨ure-Abfolge dargestellt.
In unserem Auftrag wurde mit dem immunogenen Peptid GIKPESAQPHRPTTN ein
polyklonaler rabbit-anti-CRP2-Antiko¨rper (CRP2-AK) hergestellt (Fa. Davids Biotech-
nologie). Dieser war in der Lage die mCRP2-Positivprobe, das endogene mCRP2 imWild-
60
4.4 Beweis der Funktionalita¨t des knock-outs
mCRP2 MPVWGGGNKCGACGRTVYHAEEVQCDGRSYHRCCFLCMVCRKNLDSTTVAIHDEEIYCKS 60
hCRP2 MPVWGGGNKCGACGRTVYHAEEVQCDGRSFHRCCFLCMVCRKNLDSTTVAIHDEEIYCKS 60
qCRP2 MPNWGGGNKCGACGRTVYHAEEVQCDGRSFHRCCFLCMVCRKNLDSTTVAIHDAEVYCKS 60
** **************************:*********************** *:****
ko.-mCRP2 pessnsirswsptt
mCRP2 CYGKKYGPKGYGYGQGAGTLNMDRGERLGIKPES-AQPHRPTTNPNTSKFAQKYGGAEKC 119
hCRP2 CYGKKYGPKGYGYGQGAGTLNMDRGERLGIKPES-VQPHRPTTNPNTSKFAQKYGGAEKC 119
qCRP2 CYGKKYGPKGYGYGQGAGTLNMDRGERLGIKPESSPSPHRPTTNPNTSKFAQKFGGAEKC 120
********************************** .****************:******
mCRP2 SRCGDSVYAAEKIIGAGKPWHKNCFRCAKCGKSLESTTLTEKEGEIYCKGCYAKNFGPKG 179
hCRP2 SRCGDSVYAAEKIIGAGKPWHKNCFRCAKCGKSLESTTLTEKEGEIYCKGCYAKNFGPKG 179
qCRP2 SRCGDSVYAAEKVIGAGKPWHKNCFRCAKCGKSLESTTLTEKEGEIYCKGCYAKNFGPKG 180
************:***********************************************
mCRP2 FGYGQGAGALVHAQ 193
hCRP2 FGYGQGAGALVHAQ 193
qCRP2 FGYGQGAGALVHAQ 194
**************
Abbildung 16: Proteinsequenzvergleich zwischen murinem, humanem und aviaten CRP2.
Die Aminosa¨ure-Abfolge im mo¨glichen ko-mCRP2 ist klein geschrieben. Die fu¨r die Her-
stellung der Antiko¨rper verwendeten Sequenzen sind kursiv, unterstrichen fu¨r CRP2-
AK, dick fu¨r Abcam-AK (ab14011), fett, unterstrichen fu¨r 306-AK (Weiskirchen
und Gressner, 2000) und kursiv fu¨r qCRP2-AK (Oberst et al., 1999).
typ, aber auch die mCRP1-Positivprobe zu detektieren. Er zeigte eine schwache Bande
in den Csrp2 -ko.-Tieren (siehe Abbildung 17 C). Mit diesem Antiko¨rper kann aber keine
Aussage u¨ber die Funktionalita¨t des knock-outs auf Proteinebene gemacht werden. Denn
das zur Immunisierung verwendete Peptid liegt genau in dem Bereich, in welchem die
Aminosa¨ure-Abfolge vera¨ndert wa¨re, wenn dieses Peptid exprimiert werden wu¨rde. Die
im Csrp2 -ko.-Tier erhaltene Bande mit diesem Antiko¨rper kann auf einer Kreuzreaktion
mit mCRP1 beruhen, dessen Molekulargewicht mit dem von mCRP2 identisch ist und
welches auch in der Niere exprimiert wird. Eine Aussage u¨ber die Funktionalita¨t des ko.
auf Proteinebene ist somit nur im Vergleich mit den anderen polyklonalen Antiko¨rpern
mo¨glich.
Der 306-AK (Weiskirchen und Gressner, 2000) erkennt nur sehr schwach die mCRP2-
Positivprobe auf den Western Blots, endogenes mCRP2 in den Nierenproben der Ma¨use
wird nicht detektiert (nicht dargestellt). Der Abcam-AK erkennt sowohl die mCRP2-
Positivprobe als auch endogenes mCRP2 in den Wildtypen (siehe Abbildung 17 A). In
den Csrp2 -ko.-Tieren ist ebenfalls eine Bande auf gleicher Ho¨he zu sehen, welche aber
wesentlich schwa¨cher ist als in den Wildtypen. Auch dieser Antiko¨rper zeigt eine Kreuz-
reaktion mit der mCRP1 Positivprobe, wie der CRP2-AK. Der Abcam-AK mu¨ßte in der
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Abbildung 17: Western Blots mit 3 verschiedenen, polyklonalen AK gegen CRP2: Ab-
cam (A), qCRP2 (B) und CRP2 (C). In den Spuren 1 - 3 sind die Positivproben
mCRP1-Myc, mCRP2-Myc und mCRP3-Myc aufgetragen. In den folgenden Spuren
sind Nierenlysate von unterschiedlichen Wildtyptieren (N+) bzw. Csrp2 -ko.-Tieren
(N-) aufgetragen. In (C) ist in den Spuren 1‘ - 3‘ im Vergleich zu 1 - 3 in (A) und (B)
die dreifache Proteinmenge aufgetragen.
Lage sein evtl. vorhandenes, durch den ko. vera¨ndertes CRP2-Protein zu erkennen, da das
zur Herstellung verwendete immunogene Peptid 75 bp lang ist, und es sich um einen po-
lyklonalen Antiko¨rper handelt. Der qCRP2-AK detektiert die mCRP2-Positivprobe sehr
gut und zeigt eine schwache Kreuzreaktion mit der mCRP3 Positivprobe (siehe Abbil-
dung 17 B). Bei den Wildtyptieren ist ein Signal von endogenem CRP2 vorhanden, in den
Csrp2 -ko.-Tieren ist kein Signal auf dieser Ho¨he zu sehen. Durch diesen Antiko¨rper ist
der Nachweis gefu¨hrt, dass in den ko.-Tieren auch kein vera¨ndertes mCRP2 exprimiert
wird, da der polyklonale Antiko¨rper unter Verwendung des kompletten qCRP2 herge-
stellt wurde. Er zeigt zwar eine schwache Kreuzreaktion mit mCRP3, da dieses aber in
der Niere nicht exprimiert wird, gibt es keine Bande auf gleicher Ho¨he. Durch diesen Be-
fund lassen sich die mit den anderen Antiko¨rpern (Abcam und CRP2) erhaltenen Banden
in den ko.-Tieren erkla¨ren, denn sie beruhen ho¨chstwahrscheinlich auf der Kreuzreakti-
on mit mCRP1, welches ebenfalls in der Niere exprimiert wird (siehe Western Blot mit
Ma¨useorganen mit CRP1-AK in Abbildung 20).
Alternativ zum Western Blot konnte das Fehlen des CRP2 auch mittels Immunhisto-
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Abbildung 18: Immunhistochemische Fa¨rbung mit qCRP2-AK auf Nierenparaffinschnit-
ten. Es wurde Nierengewebe einer Csrp2 -ko.-Maus (A, D) und einer Wildtyp-Maus (C,
F) mit qCRP2-AK behandelt, als Kontrolle diente mit rabbit-IgG behandelter Wild-
typ (B, E). Es wurden jeweils Aufnahmen von der Markpapille (A, B, C) und der
Nierenrinde (D, E, F) gemacht. Vergro¨ßerung 40x.
chemie nachgewiesen werden. Mit dieser Technik sollte auch das in Henderson et al.
(2002) angegebene Verteilungsmuster von CRP2 innerhalb der Niere u¨berpru¨ft werden.
Fu¨r die immunhistochemische Fa¨rbung des Nierengewebes einer Csrp2 -ko.-Maus und
einer Wildtypmaus wurde der qCRP2-AK 1:100, der rabbit-IgG 1:125 und der biotin-
markierten anti-rabbit-AK 1:300 in 1 % BSA in PBS verdu¨nnt. Die Prima¨rantiko¨rper
wurden in einer feuchten Kammer u¨/N bei 4 ◦C und der Sekunda¨rantiko¨rper fu¨r 1h bei
RT inkubiert. Die Schnitte wurden mit Methylgru¨n gegengefa¨rbt, mit DPX Mountant
versehen und ein Deckglas aufgelegt.
In der Immunhistochemie mit qCRP2-Antiko¨rper auf Nierengewebe ist im Wildtyp
eine deutliche Anfa¨rbung der Tubuli im Bereich der Nierenrinde zu erkennen. Die Glo-
meruli sind ungefa¨rbt. Die Anfa¨rbungen in der Markpapille sind ho¨chstwahrscheinlich
unspezifisch, da sie auch im ko.-Tier, wenn auch in schwa¨cherer Auspra¨gung, auftreten.
Im Csrp2 -ko.-Tier wurden die Tubuli in der Nierenrinde nicht gefa¨rbt. Somit ist sowohl
die Expression von CRP2 in den Nierentubuli als auch die Funktionalita¨t des ko. durch
die Immunhistochemische Fa¨rbung besta¨tigt worden.
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4.5 Expressionsmuster der mCRP1 - 3 in den verschiedenen
Mausorganen
Aus der Literatur ist bekannt in welchen Organen der adulten Maus die Proteine der
CRP-Familie exprimiert werden, eine U¨bersicht hierzu befindet sich in Weiskirchen und
Gu¨nther (2003), und in Jain et al. (1998) sind entsprechende Northern Blots dargestellt.
Dieses Expressionsmuster sollte zuna¨chst in unserer Csrp2 -ko.-Maus u¨berpru¨ft werden
und dann auf eventuell auftretende kompensatorische Regulation von CRP1 und CRP3
untersucht werden (siehe 4.6).
Zuerst wurde aus 3 verschiedenen Paaren von ko.- und WT-Tieren gesamtRNA der fol-
genden Organe: Niere, Leber, Milz, Herz, Lunge, Muskel, Hoden bzw. Uterus und Ovar,
Gehirn, Thymus und Blase mittels CsCl-Gradient in der Ultrazentrifuge isoliert. Nach
Quantifizierung wurden je 10 µg gesamtRNA auf ein denaturierendes Agarosegel aufge-
tragen und Northern Blots hergestellt. Diese wurden mit spezifischen Sonden fu¨r Csrp1,
Csrp2 und Csrp3 (siehe 4.3) und Gapdh hybridisiert. In Abbildung 19 sind repra¨sentative
Blots von 6 Wochen alten Ma¨nnchen zusammengestellt.
Abbildung 19: Northern Blots hybridisiert mit Sonden fu¨r Csrp1, Csrp2 und Csrp3 und
Gapdh und eine Aufnahme der 18sRNA des entsprechenden denaturierenden Agarose-
gels.
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In jedem Northern Blot war immer nur ein spezifisches Signal der erwarteten La¨nge
(1,7 kb fu¨r Csrp1, 1 kb fu¨r Csrp2, 0,9 kb fu¨r Csrp3 und 1,3 kb fu¨r Gapdh) zu sehen.
Csrp1 zeigt die sta¨rkste Expression der mRNA in der ko.-Blase, gefolgt von der Lunge.
Dass Csrp1 in der Blase exprimiert ist, war aufgrund der U¨bersicht in Weiskirchen und
Gu¨nther (2003) nicht erwartet worden. Das Ergebnis des NB stimmt mit den Ergebnissen
des Western Blots und der PCR (siehe unten) u¨berein und das PCR-Produkt wurde
durch Sequenzierung als Csrp1 identifiziert. Dies wird durch Befunde von Henderson
et al. (1999) besta¨tigt, die Csrp1 in den glatten Muskelzellen der Blase mittels In-situ-
Hybridisierung nachwiesen. Bei einer Exposition von ca. 4 Tagen war in der Leber keine
mRNA fu¨r Csrp1 nachweisbar. Bei Csrp1 weicht das Ergebnis des NB der Leber von
den Angaben in der Literatur (McLaughlin et al. (1994), Henderson et al. (1999) und
Wang et al. (1992)) zum Teil ab. Dies ist darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass bei McLaughlin
et al. (1994) und Henderson et al. (1999) die Northern Blots lange (bis zu 2 Wochen)
exponiert wurden, in unseren Versuchen die Exposition nach 4 Tagen beendet wurde, da
sonst Organe mit starker Expression die anderen Proben u¨berstrahlt ha¨tten. In Wang
et al. (1992) wurde im Northern Blot mit adulten Mausorganen auch keine Expression
fu¨r Csrp1 in der Leber nachgewiesen.
Die mRNA von Csrp2 ist wie erwartet am sta¨rksten in der Niere exprimiert, gefolgt
vom Herzen. In diesen Organen des Csrp2 -ko.-Tieres ist ebenfalls eine schwa¨chere Bande
zu sehen, fu¨r sie gelten die in Abschnitt 4.4 gemachten Aussagen bzgl. des Auftretens des
Signals im NB. Insgesamt ist die Expression von Csrp2 sehr viel schwa¨cher als die von
Csrp1, die Filme wurden ca. 9 - 12 Tage exponiert.
Die mRNA von Csrp3 ist bei einer Exposition von 5 Tagen extrem stark im Herzen
und schwach im Muskel nachweisbar. Dies entspricht den Angaben der Literatur, wobei
in Jain et al. (1998) im Northern Blot mit murinem Material nur die Expression im
Herzen nachgewiesen werden konnte, wa¨hrend in Fung et al. (1996) und Arber et al.
(1994) mit Rattenorganen Signale im NB fu¨r Herz und Muskel erhalten wurden. Die
Gapdh war als Beladungskontrolle des Blots durchgefu¨hrt worden. Aufgrund der sehr
unterschiedlichen Expression in den einzelnen Organen kann sie aber nur innerhalb eines
Organs zum Vergleich zwischen Wildtyp und ko. herangezogen werden. Deswegen wurde
in Abbildung 19 die Aufnahme der 18sRNA aus dem denaturierenden Agarosegel gezeigt,
um diese als Beladungskontrolle fu¨r alle Organe verwenden zu ko¨nnen.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die mRNA eines der Proteine der CRP-Familie vielleicht nur in
sehr geringer Menge exprimiert wird, wurde als sensitivere Methode die PCR auf cDNA
durchgefu¨hrt. Dazu wurde von je 2 WT- und Csrp2 -ko.-Tieren je 1 µg RNA der entspre-
chenden Organe revers in cDNA transkribiert. Mit Primern, die in aufeinanderfolgenden
Exons lagen um eine Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschließen, wurde eine
PCR durchgefu¨hrt. Folgende Primer wurden verwendet:
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Crp1Ex4-5for: AGAATCTGGACAGCACCACCG
Crp1Ex4-5rev: CATAGACCGCCTGGCTACAGC
Crp2Ex5-6for (Oligo9): GGTGTGCCAAGTGTGGGAAG
Crp2Ex5-6rev (Oligo 12): GGGAGAGTGCAGCGCTGTC
CRP3Ex2-3for: TGACCTTGGCCCAGAGTCTTC
CRP3Ex2-3rev: TGGAACTGCAGGCCAAGATGC
Die erhaltenen Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
dokumentiert (nicht gezeigt). In den Tabellen 5, 6 und 7 sind die Ergebnisse der PCR
neben denen der anderen Experimente zusammengefaßt. Der U¨bersicht halber wurde die
unterschiedlich starke Expression der CRPs in den Organen in diesen Tabellen nicht mehr
aufgefu¨hrt, da sie die Muster der Northern Blots im Prinzip wider spiegeln.
Probe CRP1 U¨berein- Literatur-
NB PCR WB stimmung angabe
Niere +/+ a b a ja +
Niere −/− a a a ja +
Leber+/+ n.d. c n.d. NB-WB +
Leber−/− n.d. c n.d. NB-WB +
Milz+/+ a b a ja +
Milz−/− a a a ja +
Herz+/+ a a a ja +
Herz−/− a b a ja +
Lunge+/+ a a a ja +
Lunge−/− a a a ja +
Muskel+/+ a a a ja +
Muskel−/− a b a ja +
Ov+U//Hoden+/+ a a a ja +
Ov+U//Hoden−/− a a a ja +
Gehirn+/+ a b a ja +
Gehirn−/− a a a ja +
Thymus +/+ a a / ja +
Thymus −/− a a / ja +
Blase +/+ / a a ja -
Blase −/− a a a ja -
Tabelle 5: Zusammenfassung der Versuche fu¨r CRP1 und Vergleich mit der Literaturan-
gabe aus Weiskirchen und Gu¨nther (2003)
a = in 100 % der Experimente wurde ein Produkt nachgewiesen,
b = in 99 - 51 % der Experimente wurde ein Produkt nachgewiesen,
c = in 50 - 1 % der Experimente wurde ein Produkt nachgewiesen,
n.d. = in 100 % der Experimente wurde kein Produkt nachgewiesen,
/ = Organ wurde fu¨r dieses Experiment nicht verwendet,
+ = Expression vorhanden, - = Expression nicht vorhanden
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Fu¨r Csrp1 wurde in allen Organen ein spezifisches PCR-Produkt der erwarteten La¨nge
erhalten. In der Leber war nicht in jedem Versuch ein Produkt nachweisbar, dies spricht
zusammen mit dem Ergebnis des Northern Blots dafu¨r, dass die Csrp1 -mRNA in der
Leber nur sehr gering exprimiert ist. Das Produkt aus der Blase wurde sequenziert (siehe
oben).
Fu¨r Csrp2 wurde in Niere, Leber, Herz, Lunge, Hoden und Blase ein spezifisches PCR-
Produkt der erwarteten La¨nge erhalten. Dies stimmt mit den Angaben in Weiskirchen
und Gu¨nther (2003) und, bis auf das Ergebnis in der Blase, auch mit dem Northern Blot
u¨berein. In Milz und Muskel wurde nur vereinzelt ein Produkt erhalten. Dies stimmt
mit der Angabe in Weiskirchen und Gu¨nther (2003) und den negativen Ergebnissen des
Northern Blots u¨berein. In Gehirn und Thymus konnte ebenfalls nur in einem Teil der Ex-
perimente ein PCR-Produkt nachgewiesen werden, obwohl laut Weiskirchen und Gu¨nther
(2003) in diesen Organen Csrp2 exprimiert wird. Im Csrp2 -ko.-Tier wurde in der Regel
das gleiche Ergebnis wie im WT-Tier erhalten, aber jeweils eine geringere Menge an PCR-
Probe CRP2 U¨berein- Literatur-
NB PCR WB-1 WB-2 stimmung angabe
Niere +/+ a a a a ja +
Niere −/− a b c n.d.
Leber+/+ a b n.d. n.d. NB-PCR +
Leber−/− n.d. c n.d. n.d.
Milz+/+ n.d. n.d. (a) n.d. NB-PCR -
Milz−/− n.d. c (c) n.d.
Herz+/+ a b n.d. (a) NB-PCR +
Herz−/− a c n.d. (a)
Lunge+/+ a a (a) n.d. ja +
Lunge−/− b b (a) n.d.
Muskel+/+ n.d. c n.d. n.d. ja -
Muskel−/− n.d. n.d. n.d. n.d.
Ov+U//Hoden+/+ b b n.d. n.d. NB-PCR +
Ov+U//Hoden−/− n.d. c n.d. n.d.
Gehirn+/+ n.d. c (a) n.d. +
Gehirn−/− n.d. c (a) n.d.
Thymus +/+ n.d. c / / +
Thymus −/− n.d. c / /
Blase +/+ / b (a) (a) +
Blase −/− n.d. b (a) (a)
Tabelle 6: Zusammenfassung der Versuche fu¨r CRP2 und Vergleich mit der Literaturan-
gabe aus Weiskirchen und Gu¨nther (2003)
WB-1 = CRP2-Antiko¨rper verwendet, WB-2 = qCRP2-Antiko¨rper verwendet,
() = Signal beruht ho¨chstwahrscheinlich auf einer Kreuzreaktion des Antiko¨rpers,
(restliche Legende siehe Tabelle 5)
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Produkt. Dies liegt daran, dass die Primer in den Exonen 5 und 6 binden, wa¨hrend die im
Csrp2 -ko.-Tier gebildete mRNA durch das Heraussplicen der Neomycin-Kassette (siehe
Abschnitt 4.4) in Exon 4 vera¨ndert ist.
Fu¨r Csrp3 wurde in Leber, Herz und Muskel ein spezifisches PCR-Produkt der erwar-
teten La¨nge erhalten. Dies entspricht bis auf die Leber den Angaben in Weiskirchen und
Gu¨nther (2003) und dem Northern Blot. Das PCR-Produkt aus der Leber wurde isoliert
und durch Sequenzierung als Csrp3 besta¨tigt. Wahrscheinlich ist die Csrp3 -mRNA in der
Leber so gering exprimiert, dass sie nur durch Amplifikation detektiert werden kann. In
den fu¨r Weiskirchen und Gu¨nther (2003) zugrunde liegenden Arbeiten (Jain et al. (1998),
Fung et al. (1996) und Arber et al. (1994)) wurde die Expression der mRNA jeweils nur
durch Northern Blots gezeigt. In den restlichen Organen wurde nur vereinzelt eine geringe
Menge an PCR-Produkt erhalten, was im Zusammenhang mit den anderen Experimenten
dafu¨r spricht, dass Csrp3 dort nicht exprimiert wird.
Nachdem das Vorkommen der mRNAs von Csrp1, Csrp2 und Csrp3 in den einzelnen
Organen mit Northern Blot und PCR untersucht worden war, sollte die Expression der
Probe CRP3 U¨berein- Literatur-
NB PCR WB stimmung angabe
Niere +/+ n.d. c n.d. ja -
Niere −/− n.d. c n.d. ja -
Leber+/+ n.d. a n.d. NB-WB -
Leber−/− n.d. a n.d. NB-WB -
Milz+/+ n.d. c n.d. ja -
Milz−/− n.d. c n.d. ja -
Herz+/+ a a a ja +
Herz−/− a a a ja +
Lunge+/+ n.d. b n.d. NB-WB -
Lunge−/− n.d. c n.d. ja -
Muskel+/+ a a a ja +
Muskel−/− a b a ja +
Ov+U//Hoden+/+ n.d. c n.d. ja -
Ov+U//Hoden−/− n.d. n.d. n.d. ja -
Gehirn+/+ n.d. n.d. n.d. ja -
Gehirn−/− n.d. n.d. n.d. ja -
Thymus +/+ n.d. c / ja -
Thymus −/− n.d. c / ja -
Blase +/+ / n.d. (a) - -
Blase −/− n.d. c (a) NB-PCR -
Tabelle 7: Zusammenfassung der Versuche fu¨r CRP3 und Vergleich mit der Literaturan-
gabe aus Weiskirchen und Gu¨nther (2003)
() = Signal beruht ho¨chstwahrscheinlich auf einer Kreuzreaktion des Antiko¨rpers
(restliche Legende siehe Tabelle 5)
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Proteine im Western Blot nachgewiesen werden. Dazu wurden aus 2 Paaren von WT- und
ko.-Tieren folgende Organe: Niere, Leber, Gehirn, Milz, Herz, Lunge, Hoden, Muskel und
Blase entnommen, unter flu¨ssigem Stickstoff zu Pulver zermahlen und in SDS-Blaupuffer
aufgenommen (siehe 3.1.6.1). Je 2 µl der Proben wurden in Western Blots verwendet,
in denen als Positivkontrollen die Fusionsproteine myc-CRP1 - 3 (siehe 4.3) eingesetzt
wurden. Pro verwendetem CRP-Antiko¨rper wurde jeweils ein neuer Western Blot ange-
fertigt, da die AK aufgrund der identischen Proteingro¨ße nicht hintereinander auf dem
gleichen Blot eingesetzt werden konnten. In Abbildung 20 sind repra¨sentative Western
Blots von 8 Wochen alten Ma¨nnchen mit den Antiko¨rpern CRP1, CRP2, qCRP2 und
CRP3 zusammengestellt. Die unterste Zeile zeigt exemplarisch die Signale, die mit dem
β-Aktin-Antiko¨rper erhalten wurden. Dieser AK wurde auf jedem Blot nach dem CRP-
AK verwendet, um die gleichma¨ßige Beladung der einzelnen Probetaschen zu u¨berpru¨fen.
Im Anhang in Abbildung 43 ist ein repra¨sentativer Blot mit dem α-Tubulin-Antiko¨rper
als Ladungskontrolle dargestellt, bei dem im Gegensatz zu β-Aktin, auch im Muskel und
im Herz ein Signal erhalten wurde.
Abbildung 20: Western Blots gegen CRP1, CRP2, CRP3.
Mit dem CRP1-Antiko¨rper wurden sowohl in WT- als auch in den Csrp2 -ko.-Tieren
starke Signale in Niere, Gehirn, Milz, Lunge und Blase, mittlere Signale in Hoden und
Herz und ein schwaches Signal im Muskel erhalten. In der Leber war kein CRP1 nach-
weisbar. Insgesamt stimmen die Ergebnisse des Northern Blots und des Western Blots
fu¨r CRP1 zu 100 % u¨berein.
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Die mit dem CRP2-Antiko¨rper erhaltenen Signale sind aufgrund der in 4.4 gezeigten
Kreuzreaktion mit mCRP1 nicht ausschließlich auf CRP2 zuru¨ckzufu¨hren. So beruhen die
in den WT- und ko.-Proben von Gehirn, Milz, Lunge und Blase gleich stark ausgepra¨gten
Signale ho¨chstwahrscheinlich auf mCRP1, da dessen Expression in diesen Organen be-
sonders hoch ist. Die unterschiedlich starken Signale in den Nieren lassen sich dagegen
auf CRP2 zuru¨ckfu¨hren, da dort die Expression von CRP2 so stark ist, dass genu¨gend
Protein vorhanden ist, um im Western Blot detektiert zu werden. Mit dem CRP2-AK
werden je nach Organ noch weitere unspezifische Banden erhalten. Dass es sich in Gehirn,
Milz und Lunge um Kreuzreaktionen mit CRP1 handelt, wurde durch die Verwendung
des qCRP2-Antiko¨rpers besta¨tigt, da er in diesen Organen kein Signal aufweist. Der
qCRP2-AK zeigt keine Kreuzreaktivita¨t mit CRP1, sondern mit CRP3 (siehe 4.4). Mit
dem qCRP2-Antiko¨rper wurden noch starke Banden im Herz erhalten, welche sich aber
auf die Kreuzreaktivita¨t mit CRP3 zuru¨ckfu¨hren lassen. Die mit dem qCRP2-AK in der
Blase erhaltenen Signale lassen sich nicht durch die Kreuzreaktivita¨t des Antiko¨rpers mit
CRP3 erkla¨ren.
Mit dem CRP3-Antiko¨rper werden im WT- und Csrp2 -ko.-Tier sehr starke Signale im
Herz erhalten und schwache Signale im Muskel. Die Signale in den Blasen liegen etwas
tiefer als die des Muskels. Da im Northern Blot mit Csrp3 in der Blase kein Signal erhalten
wurde, ist es wahrscheinlich, dass diese Bande des Western Blots unspezifisch ist.
4.6 Kompensation des Csrp2-ko. durch CRP1 oder CRP3 ?
Nachdem das Expressionsmuster der Proteine der CRP-Familie qualitativ auf mRNA-
und Proteinebene untersucht worden war, schloss sich eine semi-quantitative Untersu-
chung an. Diese sollte Auskunft daru¨ber geben, ob im Csrp2 -ko.-Tier im Vergleich zum
Wildtyp eines der anderen beiden Proteine CRP1, CRP3 differentiell exprimiert wird.
Dazu wurden zuna¨chst die Signalsta¨rken der Northern Blots von 3 Tieren, welche mit
Sonden fu¨r Csrp1 und Csrp3 hybridisiert worden waren, relativ zueinander im Lumi-
ImagerTM (Fa. Boehringer Mannheim) quantifiziert. Die erhaltene Signalsta¨rke wird in
BLU (Boehringer Light Units) angegeben und jeweils durch die BLU der 18sRNA (Signal
des denaturierenden Agarosegels) geteilt. Der jeweils gro¨ßte Wert dieses Quotienten wur-
de gleich 100 % gesetzt und die anderen Intensita¨ten relativ dazu berechnet. Die daraus
resultierenden Prozentangaben der einzelnen Experimente sind in Abbildung 21 fu¨r die
Csrp1 -mRNA und in Abbildung 22 fu¨r die Csrp3 -mRNA dargestellt.
Bei Csrp1 war in 2 Experimenten das relative Signal in der WT-Lunge und im 3. Ex-
periment im ko.-Hoden am sta¨rksten. Bei Csrp3 war in 2 Experimenten das relative
Signal im WT-Herzen und im 3. Experiment im ko.-Herz am sta¨rksten. Die Unterschiede
innerhalb eines Organs zwischen WT und ko. sind in den einzelnen Experimenten vorhan-
den, ihre Tendenz aber in der Regel entgegengesetzt. Zum Beispiel ist im Experiment 1
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Abbildung 21: Ergebnisse der Northern Blots mit Csrp1. Die BLU wurden relativ zu den
BLU der 18sRNA ermittelt.
Abbildung 22: Ergebnisse der Northern Blots mit Csrp3. Die BLU wurden relativ zu den
BLU der 18sRNA ermittelt.
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Mittelwerte der 3 Northern Blots
Probe Csrp1 rel18s in % Csrp3 rel18s in %
Niere +/+ 32,6 ± 27,1
Niere −/− 32,3 ± 21,7
Milz+/+ 45,0 ± 15,4
Milz−/− 44,3 ± 19,1
Herz+/+ 29,1 ± 7,5 85,8 ± 20,0
Herz−/− 27,5 ± 10,3 84,4 ± 11,3
Lunge+/+ 89,5 ± 14,8
Lunge−/− 95,0 ± 1,5
Muskel+/+ 5,7 5,9 ± 1,7
Muskel−/− 7,1 7,2 ± 1,0
O+U/Hoden+/+ 60,3 ± 26,8
O+U/Hoden−/− 69,0 ± 33,4
Gehirn+/+ 56,6 ± 13,8
Gehirn−/− 55,9 ± 10,4
alle Organe +/+ 318,8 ± 76,4 91,7 ± 18,4
alle Organe −/− 331,0 ± 45 91,6 ± 11,9
Tabelle 8: Zusammenfassung der Northern Blot Experimente
Abbildung 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der 3 Northern Blots hybridisiert mit
Csrp1 und Csrp3. Die erhaltenen BLU sind jeweils relativiert zu denen der 18sRNA.
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in der ko.-Lunge wesentlich mehr Csrp1 als in der WT-Lunge vorhanden, in den beiden
Tieren des Experiments 2 ist aber jeweils weniger Csrp1 nachweisbar. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden berechnet und sind in Tabelle 8 und in Abbildung 23
zusammengefaßt. Die erhaltenen Mittelwerte weichen nicht signifikant voneinander ab,
da die Streuung zwischen den einzelnen Experimenten deutlich gro¨ßer ist.
Insgesamt la¨ßt sich weder fu¨r die Csrp1 -mRNA noch fu¨r die Csrp3 -mRNA ein signifi-
kanter Unterschied in der Expression zwischen Wildtyp und Csrp2 -ko.-Tier feststellen.
Auf Proteinebene wurde mit den Signalsta¨rken der Western Blots ein zum Northern
Blot analoges Auswertverfahren durchgefu¨hrt, in welchem die Unterschiede zwischen den
Experimenten noch sta¨rker waren (Daten nicht gezeigt). Falls CRP1 oder CRP3 im ko.-
Tier Funktionen des fehlenden CRP2-Proteins u¨bernehmen, gescha¨he dies innerhalb ihres
im WT vorhandenen Expressionsumfanges, da keine kompensatorische Regulation fest-
gestellt werden konnte.
4.7 Vergleich von Fibroblasten und HSC aus ko. und WT
Zuna¨chst sollte die Verteilung von CRP2 innerhalb der Zelle u¨berpru¨ft werden. Dazu wur-
den aus Ma¨useembryos isolierte Fibroblasten kultiviert und passagiert. Anschließend wur-
den jeweils in getrennten Fa¨rbungen CRP2 und F-Aktin in den ko.- und WT-Zellen de-
Abbildung 24: Immunfluoreszenz Aufnahmen muriner Fibroblasten. Es wurden Fibrobla-
sten einer Csrp2 -ko.-Maus und einer Wildtyp-Maus jeweils mit qCRP2-AK (obere Rei-
he) und Phalloidin (untere Reihe) und entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-markierter
sekunda¨rer AK behandelt.
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tektiert (siehe Abbildung 24). Fu¨r CRP2 wurde der qCRP2-Antiko¨rper gefolgt von einem
Rhodamin-markierten Sekunda¨rantiko¨rper verwendet. Die Belichtungszeiten der CRP2-
Aufnahmen sind identisch. In den ko.-Fibroblasten war jeweils eine geringe Fa¨rbung v.
a. in den Kernen zu erkennen (Abbildung 24 links oben). In den WT-Fibroblasten wurde
CRP2 im Kern, aber nicht in den Nucleoli, und entlang des Aktinskeletts nachgewiesen
(Abbildung 24 Mitte und rechts oben). Dieses duale Verteilungsmuster entspricht den
Angaben der Literatur (Jain et al. (1996); Arber und Caroni (1996)). Da CRP2 in der
Lage ist das F-Aktin direkt zu binden (Grubinger und Gimona, 2004) wurde auch das
Aktinskelett der Fibroblasten von ko. und WT durch FITC-markiertes Phalloidin an-
gefa¨rbt (Abbildung 24 unten). In der Struktur des Aktinskeletts konnte kein Unterschied
zwischen Csrp2 -ko.- und WT-Fibroblasten festgestellt werden.
Im Northern Blot mit isolierten Ratten-HSC und anderen Leberzellpopulationen wurde
gezeigt dass CRP2 in der Leber selektiv nur in den hepatischen Sternzellen exprimiert
wird. Weiterhin wurde gezeigt, dass im Verlauf der Transdifferenzierung zu Myofibrobla-
sten die CRP2-Expression hochreguliert wird (Weiskirchen et al., 2001a). Aufgrund dieser
Befunde sollte anhand der Kultur von murinen HSC der Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨usen un-
tersucht werden, ob sich der ko. auf die Transdifferenzierung der HSC auswirkt.
Aus je 5 - 6 ma¨nnlichen WT- und Csrp2 -ko.-Ma¨usen wurden die hepatischen Sternzel-
len isoliert (siehe 3.2.1) und auf Plastikkulturschalen 14 Tage kultiviert. Nach 7 Tagen
wurden die Zellen mit Trypsin von der Platte gelo¨st und in ein neues well transferiert. Die
Abbildung 25: Aufnahmen der murinen HSC nach 2, 5 und 11 Tagen der Kultivierung.
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HSC a¨ndern wa¨hrend der Kultivierung ihren Pha¨notyp und transdifferenzieren zu Myofi-
broblasten. Wa¨hrend der Kultivierung wurden zu mehreren Zeitpunkten mikroskopische
Aufnahmen der HSCs gemacht und verglichen (siehe Abbildung 25).
Nach der Isolation besaßen die HSC eine kugelige Form, noch viele kleine Fetttro¨pf-
chen und kaum Ausla¨ufer. Dies ist bis ca. zum 2. Kulturtag zu beobachten. Mit der
Zeit verlierern die Zellen immer mehr ihre Fettvakuolen, welche ca. ab dem 4. Tag fast
Abbildung 26: Immunfluoreszenz-Aufnahmen von murinen Csrp2 -ko.-HSC (A-H). Zu den
gewa¨hlten Zeitpunkten wurden Doppelfa¨rbungen des endogenen CRP2 (A-D) und des
Aktinskeletts (E-H) durchgefu¨hrt. Die Belichtungszeit der Bilder (A-D) ist la¨nger als
die der Bilder (E-H) und der Bilder (I-L) in Abbildung 27, siehe auch im Text.
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vollsta¨ndig verschwunden sind. Gleichzeitig bilden die Zellen mehr und la¨ngere Ausla¨ufer
aus, die zum Teil stark vera¨stelt sind. Mit diesen Ausla¨ufern nehmen sie Kontakt zu den
nahegelegenen Zellen auf (siehe Bilder Tag 5). Wa¨hrend die meisten Zellen zu diesem
Zeitpunkt noch eher
”
sternfo¨rmig“ sind, streckt sich der Zellko¨rper im Verlauf der weite-
ren Transdifferenzierung eher
”
spindelfo¨rmig“ aus. Ca. ab dem 9. Tag in Kultur sind keine
großen Vera¨nderungen in der Gestalt der Zellen mehr zu beobachten, bis die Kultivie-
Abbildung 27: Immunfluoreszenz-Aufnahmen von murinen WT-HSC (I-P). Zu den
gewa¨hlten Zeitpunkten wurden Doppelfa¨rbungen des endogenen CRP2 (I-L) und des
Aktinskeletts (M-P) durchgefu¨hrt. Die Belichtungszeit der Bilder (I-L) ist la¨nger als
die der Bilder (M-P), siehe auch im Text.
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rung nach 14 Tagen beendet wird. Es konnten, was die Zellform und die Geschwindigkeit
der Transdifferenzierung betrifft, keine Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt
werden.
Hepatische Sternzellen wurden auch auf Glaspla¨ttchen kultiviert und zu verschiede-
nen Zeitpunkten Immunfluoreszenz-Doppelfa¨rbungen durchgefu¨hrt. Dabei wurden die
Zellen zuerst mit qCRP2-Antiko¨rper und swine anti-rabbit-FITC und anschließend mit
Rhodamin-markiertem Phalloidin inkubiert. Das FITC-markierte (A. 490 nm; Emmis.
525 nm) CRP2 konnte unter dem Fluoreszenz-Mikroskop mit dem entsprechenden Filter
als gru¨nes Signal und das durch das Rhodamin-markierte (A. 540 nm; Emmis. 625 nm)
Phalloidin gebundene Aktinskelett, mit dem entsprechenden Filter als rotes Signal auf-
genommen werden (siehe Abbildungen 26 und 27). Beim Vergleich der Aufnahmen des
CRP2 der ko.-Zellen (Abbildung 26 A-D) und der WT-Zellen (Abbildung 27 I-L) muß
beachtet werden, dass die Belichtungszeiten der einzelnen Aufnahmen variieren. Somit
ko¨nnen die Intensita¨ten der CRP2-Signale nicht direkt miteinander verglichen werden,
wie es bei den Fibroblasten (siehe Abbildung 24) der Fall ist.
Bei den 2, 7 und 14 Tage alten WT-Zellen ist das CRP2 hauptsa¨chlich entlang des
Aktinskeletts lokalisiert, was durch Vergleich mit den jeweils rechts daneben befindlichen
Aktinfa¨rbungen (siehe Abbildung 27 M - P) deutlich wird. Eine Kernfa¨rbung des CRP2
ist nur an Tag 9 gut zu erkennen (Abbildung 27 K). Somit gibt es auch in den HSC
das bereits in den Fibroblasten detektierte duale Verteilungsmuster des CRP2, welches
zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der Kultur unterschiedlich ausgepra¨gt zu sein
scheint. Auf die Ausbildung des Aktinskeletts der HSC hat der ko. des CRP2 keinen
Einfluß.
Aus den kultvierten HSC wurden zu verschiedenen Zeitpunkten sowohl Proteinextrakte
durch direkte Aufnahme in SDS-Blaupuffer mit DTT erhalten, als auch RNA mit dem
Qiazol Lysis Puffer isoliert (siehe 3.1.5.3). Diese wurde sowohl fu¨r einen Northern Blot als
auch fu¨r das Umschreiben in cDNA mit nachfolgender PCR verwendet. Fu¨r jede Pra¨pa-
ration von HSC wurde, auch im Verlauf der Kultur, mittels PCR die Reinheit der Zellen
u¨berpru¨ft. Dazu wurden Primer verwendet, die jeweils eine fu¨r die entsprechende Zellpo-
pulation spezifische mRNA amplifizieren, die in den anderen Leberzellen nicht exprimiert
wird.
– Endothelzellen: Die Nitritoxydsyntase wurde mit den Primern meNos-for (GGTG-
GACACAAGGCTGGAGGA) und meNos-rev (GAAGTAAGTGAGAGCCTGGCG)
amplifiziert, welche ein PCR-Produkt von 588 bp La¨nge ergeben.
– Hepatozyten: Das Albumin wurde mit den Primern mAlb-for (GGTCTCATCTGT-
CCGTCAGAG) und mAlb-rev (GGAAGACATCCTTGGCCTCAG) amplifiziert,
welche ein PCR-Produkt von 390 bp La¨nge ergeben.
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– Kupfferzellen: Der Fucose-Rezeptor wurde mit den Primern mFuc-R-for (GTGAC-
TGTGTTCTTCTCTCTC) und mFuc-R-rev (CTCCAAGGAGCTTCTCAGTG)
amplifiziert, welche ein PCR-Produkt von 375 bp La¨nge ergeben.
– Hepatische Sternzellen: Das Decorin wurde mit den Primern mDec-for (CATGAGA-
TAATCATGAAGGCAAC) und mDec-rev (GTGATCTCATTCTCATGGACACG)
amplifiziert, welche ein PCR-Produkt von 485 bp La¨nge ergeben.
Diese Primer wurden jeweils im Doppelansatz (meNos + mAlb bzw. mDec + mFuc-R)
verwendet und ihre Kompatibilita¨t an gesamt Leber-cDNA und HSC-cDNA ausgetestet
(siehe Abbildung 28). In den ersten beiden Probespuren wurde cDNA aus einer HSC-
Pra¨paration verwendet. Diese war etwas mit Endothelzellen (obere Bande erste Spur)
und stark mit Hepatozyten (2. Spur) verunreinigt. In den letzten beiden Spuren wurde
cDNA aus der gesamten Leber verwendet. Hier waren außer den Endothelzellen alle an-
deren Zellen nachweisbar. Die fu¨r die Versuche verwendeten HSC waren jeweils frei von
Kupfferzellen und Endothelzellen und nur in wenigen Fa¨llen waren Hepatozyten durch
die PCR nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
Abbildung 28: Test der fu¨r die Reinheitskontrolle verwendeten Primer-Kombinationen
zur Amplifikation von Nitritoxydsyntase, Albumin, Fucose-Rezeptor und Decorin
Wie bereits an Ratten-HSC gezeigt (Weiskirchen et al., 2001a) so nimmt auch in den
murinen WT-HSC die CRP2-Expression im Verlauf der Transdifferenzierung zu. Im Nor-
thern Blot ist die Expression der Csrp2 -mRNA relativ zur Gapdh-mRNA an Kulturtag
11 am sta¨rksten (nicht gezeigt). In den PCR-Experimenten ist am Ende der Kultivierung
am meisten Csrp2 relativ zum ribosomalen S6 (rS6) PCR-Produkt vorhanden (siehe Ab-
bildung 44 im Anhang).
Im Western Blot wurden jeweils 30 µl Proteinlysat pro Spur eingesetzt. Dieses hatte
zu den Zeitpunkten 2 und 5 Tage einen deutlich geringeren Proteingehalt als zu den
spa¨teren Zeitpunkten (vergleiche Ponceau S-Fa¨rbung in Abbildung 29). Trotzdem la¨ßt
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Abbildung 29: Western Blot mit CRP2-Antiko¨rper und die entsprechende Ponceau S-
Fa¨rbung. 1’ - 3’ sind die Positivproben von mCRP1 - 3, 2 bis 14 bezeichnen die Anzahl
der Kulturtage der HSC.
sich eine ansteigende Expression von CRP2 im Verlauf der Kultivierung der murinen
HSC beobachten (Abbildung 29).
Als Marker fu¨r die Transdifferenzierung werden Collagen Typ I und III und αSMA ver-
wendet. Diese wurden vergleichend in den ko.- und WT-HSC untersucht. Dabei wurde in
jedem Experiment die zu einem Markergen relative Expression des jeweils fru¨hesten Zeit-
punktes (2 Kulturtage) gleich 100 % gesetzt. CollagenαI wurde im Northern Blot relativ
zu Gapdh (siehe Abbildung 30) und mittels PCR mit den Primern colo (CAGCTGACTT-
CAGGGATGT) und colup (ATGTTCAGCTTTGTGGACCT) relativ zu rS6 nachgewie-
sen (siehe Abbildung 45 im Anhang). Wie erwartet nimmt die CollagenαI-mRNA im
Abbildung 30: Northern Blot mit CollagenαI im Vergleich zur Gapdh.
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Verlauf der Transdifferenzierung der HSC zu, dabei sind keine signifikanten Unterschiede
zwischen ko. und WT zu detektieren, da im NB die WT-HSC mehr CollagenαI produ-
zieren, im PCR-Experiment aber die ko.-Zellen.
Die mRNA von Procollagen Typ IIIαI wurde durch PCR mit den Primern SM080
(GCAGGACCTAGAGGAGTA) und SM081 (CTGGTTGGCCAGCATCAC) detektiert.
Die Expression von Collagen III nimmt im Verlauf der Kultivierung deutlich zu. Allerdings
sind die Abweichungen zwischen den einzelnen Experimenten so groß, dass nur bedingt
davon ausgegangen werden kann, dass die ko.-HSC mehr Collagen III exprimieren (siehe
Abbildung 46 im Anhang).
Die wa¨hrend der Kultivierung ansteigende αSMA-Expression wurde durch PCR mit
den Primern racr (CTGGTG ACAGCAGTCTTG) und racs (GCTGACAGGATGCA-
GAAG) relativ zu rS6 (Daten nicht gezeigt) und im Western Blot mit dem anti-αSMA-
Antiko¨rper relativ zu β-Aktin nachgewiesen (siehe Abbildung 47 im Anhang). In den
PCR-Experimenten ist in den WT-HSC mehr αSMA-mRNA nachzuweisen, wa¨hrend im
Western Blot die αSMA-Expression in den ko.-HSC v. a. an Tag 11 gro¨ßer war. Insge-
samt ist auch hier die Standardabweichung einzelner Messungen recht groß, so dass die
detektierten Unterschiede nicht als signifikant angesehen werden ko¨nnen.
Somit zeigte sowohl die mikroskopische Beobachtung als auch die Analyse von Marker-
genen der Transdifferenzierung keine Unterschiede zwischen den hepatischen Sternzellen
aus Csrp2 -defizienten Ma¨usen zu denen aus WT-Ma¨usen.
4.8 Untersuchung der Fibrosesuszeptibilita¨t
Es stellt sich aufgrund der in vitro beobachteten versta¨rkten CRP2-Expression in den
aktivierten hepatischen Sternzellen die Frage, ob dieser CRP2-Anstieg in direktem oder
indirektem Zusammenhang mit der Leberfibrose steht. Deswegen sollte mit Hilfe des
Tetrachlorkohlenstoff-Fibrose-Modells gekla¨rt werden, ob Csrp2 -defiziente Ma¨use eine
vera¨nderte Fibrosetoleranz besitzen. Um dies zu untersuchen, wurde in vivo durch toxi-
sche Leberscha¨digung mit Tetrachlorkohlenstoff eine Leberfibrose induziert und Csrp2 -
ko.-Ma¨use und Wildtyp-Tiere miteinander verglichen.
Den ko.- und WT- Versuchstieren wurden u¨ber einen Zeitraum von 6 bzw. 10 Wochen
CCl4 in Mineralo¨l (1:1) intraperitoneal injiziert (Durchfu¨hrung siehe 3.5.3). Wa¨hrend der
Versuche starben 2 von 27 Weibchen, diese werden in der Auswertung nicht weiter beru¨ck-
sichtigt. Die Tiere legten wa¨hrend des Versuches nach initialem Verlust an Gewicht zu.
Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Tiergrup-
pen und die unbehandelten Kontrollgruppen nahmen kontinuierlicher zu (siehe Anhang
Tabelle 19). Die Analyse der Serumparameter AST, ALT, AP, Bilirubin (gesamt) und
γ-GT ergab die in Tabelle 20 (siehe Anhang Seite 122) aufgefu¨hrten Werte. AST, ALT
und AP sind auch in Abbildung 31 graphisch dargestellt.
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Abbildung 31: Mittelwerte der Serumparameter AST, ALT und AP in [U/l]. Die Versuchs-
gruppe WT 6 Wochen Injektion ist wegen Ha¨molyse der Seren nicht mit in die Graphik
aufgenommen. Der AST-Wert der ko.-Gruppe 6 Wochen ist ohne Standardabweichung
dargestellt, da diese sehr groß ist (siehe Tabelle 20).
Der AST- und der ALT-Wert steigen bei den mit CCl4 behandelten Tieren, aufgrund
der Leberscha¨digung, gegenu¨ber den unbehandelten Kontrollen leicht an. Insgesamt kann
die Abweichung der Serumparameter der 6 Wochen behandelten Tiere nicht als signifikant
gewertet werden, da die Ha¨molyse einiger Seren (v. a. der WT-Gruppe) die Werte beein-
flußt. Die Enzymaktivita¨t der ALT bzw. AST ist in den Erythrozyten 7 bzw. 15fach ho¨her
als im Serum (Thomas, 2005), deswegen zeigen ha¨molytische Seren falsch hohe AST- und
ALT-Werte. Die Werte der AP sind bei den behandelten Tieren niedriger als bei den
unbehandelten Kontrollgruppen. Die erhaltenen γ-GT-Werte ko¨nnen nur bedingt ausge-
wertet werden, da einerseits die Meßwerte wa¨hrend des 6-wo¨chigen Versuches nur als < 3
gemessen wurden und andererseits bei den ko.-Tieren des 10-wo¨chigen Versuches zu we-
nig Serum zur Bestimmung dieses Parameters vorlag. Der Gehalt an gesamten Bilirubin
im Serum a¨ndert sich durch CCl4-Gabe nicht. Insgesamt gesehen zeigen die gemessenen
Serumparameter die A¨nderungen, welche bei einer Fibrose erwartet werden, aber keine
signifikanten Unterschiede zwischen Csrp2 -ko.- und WT-Tieren.
Allen Tieren wurde die Leber entnommen und vor der weiteren Verwertung (siehe
3.5.3) gewogen. Das prozentuale Verha¨ltnis von Lebergewicht zu Ko¨rpergewicht bei den 10
Wochen behandelten Tieren unterscheidet sich signifikant gegenu¨ber den unbehandelten
Tieren (siehe Tabelle 9). Dies ist als Marker fu¨r die entstandene Fibrose zu werten.
Die Paraffinschnitte der Leber wurden mit Sirius Red und HE gefa¨rbt und dokumen-
tiert. Je ein repra¨sentativer Ausschnitt pro Tiergruppe des 10-wo¨chigen Versuches ist in
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Gewicht der Leber/Ko¨rpergewicht in %
WT Ø ko. Ø
6 Wochen 6,86 ± 0,45 5,84 ± 0,68
10 Wochen 6,36 ± 0,79 6,53 ± 0,34
unbehandelt 5,26 ± 0,26 5,31 ± 0,16
Tabelle 9: Durchschnittliches Verha¨ltnis des Gewichts der Leber zum Ko¨rpergewicht der
Ma¨use am Ende der CCl4-Versuche im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren.
Abbildung 32: Leberschnitte von behandelten ko.- (A,B) und WT-Tieren (C, D) und
unbehandelten Kontrolltieren (E, F) wurden mit Sirius Red (A, C, E) und HE (B, D,
F) gefa¨rbt.
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Abbildung 32 dargestellt.
Durch Sirius Red wird Collagen I kra¨ftig rot angefa¨rbt. Die durch die Scha¨digung der
CCl4-Behandlung entstandenen Kollagenfasern, welche vom Portalfeld ausgehen, sind
deutlich zu erkennen. Im unbehandelten Kontrolltier ist nur um die Blutgefa¨ße herum
eine Anfa¨rbung des Kollagens erfolgt. Zwischen den 6 Wochen (nicht gezeigt) und den
10 Wochen mit CCl4 behandelten Tieren sind kaum Unterschiede in der Auspra¨gung
der Kollagenfasern zu erkennen, da diese stark innerhalb eines Leberschnittes und auch
zwischen den Einzeltieren variieren. In der HE-Fa¨rbung werden v. a. die Zellkerne blau
angefa¨rbt. Die CCl4-behandelten Tiere zeigen ein vermehrtes Vorhandensein von kleinen
stark gefa¨rbten Zellen in der Na¨he der Gefa¨ße und der Gallenga¨nge im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren. Ob es sich bei den eingewanderten Zellen um HSC, MFB oder
Fibroblasten handelt, kann mit dieser Fa¨rbemethode nicht bestimmt werden.
Die Sirius Red gefa¨rbten, anonymisierten Pra¨parate wurden von 3 Personen unter-
sucht und der Fibrosegrad unter Verwendung der in Hillebrandt et al. (2002) angegebenen
Staging-Methode ermittelt. Die jeweiligen F-Scores sind in Tabelle 21 (siehe Anhang Seite
124) zusammengestellt. Die unbehandelten Tiere wurden u¨bereinstimmend als F0 (keine
Fibrose) eingestuft. Alle mit CCl4 behandelten Tiere hatten, ausgehend von den Por-
talfeldern, Kollagenfasern entwickelt. Der Mittelwert innerhalb einer Tiergruppe wurde
berechnet, und ergab fu¨r die Wildtyp-Tiere einen Score von F2 (6 Wochen) bzw. F2 - F3
(10 Wochen) und fu¨r die Csrp2 -ko.-Tiere einen Score von F2 - F3 (6 und 10 Wochen).
Daraus folgt, dass der geringe Unterschied, welcher zwischen den Genotyp-Gruppen nach
6 Wochen CCl4-Injektion bestand, nach 10-wo¨chiger Behandlung nicht mehr detektierbar
war.
Aus den tiefgefrorenen Leberstu¨ckchen wurde mittels CsCl-Gradient RNA isoliert und
10 µg davon fu¨r Northern Blots eingesetzt. Diese wurden mit spezifischen Sonden fu¨r
CollagenαI, Csrp2 und Gapdh als house keeping Gen hybridisiert. Die Filme wurde ein-
gescannt, die relativen Intensita¨ten der Signale (in BLU) ermittelt und miteinander ver-
glichen (siehe Tabelle 10). Es ist eine deutliche Steigerung der Expression der Collagen
αI-mRNA bei den behandelten Tieren im Vergleich zu den unbehandelten Tieren zu sehen
(siehe Abbildung 33). Allerdings unterscheiden sich die Genotyp-Gruppen nicht signifi-
Collagen/Gapdh
WT CCl4 ko. CCl4 WT unbeh. ko. unbeh.
6 Wochen 2,1 ± 0,5 3,6 ± 1,2 0,3 0,3
10 Wochen 2,9 ± 1,6 2,6 ± 0,9 0,9 ± 0,28 0,9 ± 0,12
Csrp2/Gapdh
6 Wochen 0,21 ± 0,06 - 0,15 -
10 Wochen 0,61 ± 0,2 - 0,23 ± 0,007 -
Tabelle 10: Intensita¨t der Collagenα1- und Csrp2 -Signale relativ zum Gapdh-Signal
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Abbildung 33: Repra¨sentativer Northern Blot mit Collagen αI- und Gapdh-Sonden des
CCl4-Experiment 1. k1 - k6 = Csrp2 -ko.-Tiere, B1 - B4 = WT-Tiere, WT und ko. =
unbehandelte Kontrolltiere.
kant voneinander. Es konnte auch bei der murinen, durch CCl4 ausgelo¨sten, Fibrose ein
Anstieg der Csrp2 -mRNA detektiert werden, der bei der la¨ngeren Behandlung deutlich
sta¨rker auftritt.
Insgesamt gesehen konnte durch die Injektion von CCl4 bei den Ma¨usen eine deut-
liche Fibrose ausgelo¨st werden, welche durch spezifische Fa¨rbung (Sirius Red) und die
Expression von CollagenαI gut nachgewiesen wurde. Der Csrp2 -knock-out vera¨ndert die
Fibrosesuszeptibilita¨t dieser Tiere nicht.
4.9 Pha¨notypisierung
Zur histologischen Untersuchung der einzelnen Organe wurden Csrp2 -ko.-, heterozygote
und WT-Ma¨nnchen zu Prof. Dr. Bu¨ttner (Institut fu¨r Pathologie Universita¨tsklinikum
Bonn) geschickt. Die mikroskopischen Untersuchungen der angefa¨rbten Organe (Leber,
Niere, Magen, Lunge, Haut, Darm, Skelettmuskel und Herz) zeigten bis auf das Herz
(siehe Kapitel 4.10) keine Unterschiede im strukturellen Aufbau dieser Organe zwischen
den Genotypen.
Die folgenden Untersuchungen an der Maus dienen dazu ihren Allgemeinzustand zu
dokumentieren und zu ermitteln, ob der knock-out zu deutlichen Vera¨nderungen des
Pha¨notyps der Maus gefu¨hrt hat. Dazu wurde das Ko¨rpergewicht der Ma¨use bestimmt,
basale neurologische Reflexe untersucht und grundlegende motorische Fa¨higkeiten u¨ber-
pru¨ft. Die Durchfu¨hrung dieser Tests ist in 3.5.2 beschrieben.
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(a) Bestimmung des Ko¨rpergewichts
Das Ko¨rpergewicht der Ma¨use, welche die motorischen Tests der Charakterisierung durch-
liefen, wurde im Alter von 4 bis 40 Wochen je einmal pro Woche bestimmt. Pro Genotyp
und Geschlecht wurden 11 bzw. 12 Tiere untersucht. Der Mittelwert der Gruppen ist in
Tabelle 18 (siehe Anhang Seite 120) aufgefu¨hrt und die Daten in Abbildung 34 graphisch
dargestellt.
Abbildung 34: Entwicklung des Ko¨rpergewichts der Ma¨use in einem Zeitraum von 5 - 40
Wochen Lebensalter
Die Tiere gewannen wa¨hrend des Wachstums an Gewicht, wobei die Weibchen in der
beobachteten Zeit von ca. 15 auf 26 Gramm und die Ma¨nnchen von ca. 17 auf 34 Gramm
zunahmen. Bis zur 10. Lebenswoche entsprechen die ermittelten Ko¨rpergewichte den An-
gaben des Jackson-Laboratoriums (siehe http://www.jax.org/) fu¨r C57BL/6J-Ma¨use mit
14,3 - 20,2 Gramm fu¨r Weibchen und 17 - 26,9 Gramm fu¨r Ma¨nnchen. Daten von a¨lteren
Tieren aus konventioneller Haltung sind nicht angegeben. Bei den Weibchen unterschei-
den sich die einzelnen Genotypgruppen zu keinem Zeitpunkt signifikant voneinander. Bei
den Ma¨nnchen sind zwischen der 30. und 40. Woche die heterozygoten Tiere die Schwer-
sten und die WT-Tiere die Leichtesten. Da die Differenz nur ca. 1 Gramm betra¨gt, was
4 % des Ko¨rpergewichts entspricht und die Varianz zwischen den Einzeltieren hoch ist,
ist dieser Unterschied zwischen den Genotyp-Gruppen nicht signifikant.
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(b) Reflextests und motorische Tests
Die Ergebnisse der Reflextests und der beiden ersten motorischen Tests sind in Tabelle 11
zusammengefaßt. Der Augenreflex war bei vielen Tieren nicht gut zu erkennen, da sie sehr
aggressiv auf das sich anna¨hernde Sta¨bchen reagierten und sich darin verbissen. Bei eini-
gen Tieren waren die Schnurrhaare abgefressen worden und somit war eine U¨berpru¨fung
des entsprechenden Reflexes nicht mo¨glich.
Anzahl der Tiere die Reflex zeigten
Tiere Anzahl Augen- Ohren- Aufricht- Haltungs- Schnurr- Ha¨nge- Vertikal-
reflex reflex reflex reflex haare test test
M +/− 12 9 12 12 12 9 12 86 ◦
M −/− 11 8 11 11 11 11 7 89 ◦
M +/+ 12 11 12 12 12 11 12 87 ◦
W +/− 12 9 11 12 12 10 12 81 ◦
W −/− 12 7 12 12 12 12 11 87 ◦
W +/+ 11 7 11 11 11 10 11 79 ◦
% der maximal mo¨glichen Leistung
M +/− 75 100 100 100 75 100 96
M −/− 73 100 100 100 100 64 98
M +/+ 92 100 100 100 92 100 97
W +/− 75 92 100 100 83 100 90
W −/− 58 100 100 100 100 92 96
W +/+ 64 100 100 100 91 100 87
Tabelle 11: Ergebnisse der Reflextests und der motorischen Tests. Außer im Vertikaltest,
bei dem der erreichte Winkel in Grad gegenu¨ber der Horizontalen angegeben ist, ist in
den u¨brigen Tests die Anzahl der Tiere angegeben, welche den Reflex zeigten oder das
Zeitlimit erreichten.
Beim Ha¨ngetest haben einige mutante Ma¨nnchen das Zeitlimit nicht erreicht. Dies
geschah aber vermutlich nicht aufgrund mangelnder Kraft, sondern sie stu¨rzten beim
Versuch u¨ber die abgeklebten Kanten die Ka¨figdeckeloberseite zu erreichen, ab. Im Ver-
tikaltest konnten sich alle Tiere u¨ber den 45◦-Winkel auf dem Stab halten. Dieser Winkel
gilt als Richtwert fu¨r das Detektieren schwerer Defizite in der Balance und Kraft (Crawley,
2000).
(c) open field
Die Ergebnisse des open-field Versuches sind in Tabelle 12 zusammengefaßt.
Generell verbrachten die Tiere mehr Zeit in den Außenbereichen in der Na¨he der Wand
als in den inneren 16 Quadraten. Dies spiegelt das normale Verhalten von Ma¨usen wider,
welche offene Fla¨chen meiden (Crawley, 2000). Bei der Analyse der Aufnahmen fiel auf,
dass einzelne Tiere extrem in ihrem Verhalten voneinander abwichen. Einige verbrachten
fast die gesamte Zeit in der Ecke, in der sie zu Versuchsbeginn abgesetzt wurden, andere
blieben nur sehr kurze Zeit an einer Stelle. Aufgrund dieser hohen Varianz im Einzelver-
halten ist es nicht mo¨glich, Unterschiede zwischen den Genotyp-Gruppen zu detektieren.
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Außen Innen
Tiere Anzahl Linien Zeit stehend Wechsel Linien Zeit stehend
Anzahl Sekunden Anzahl Anzahl Anzahl Sekunden Anzahl
M +/− 12 155 ± 65 263 ± 27 30 ± 23 20 ± 12 39 ± 27 37 ± 27 4 ± 5
M −/− 11 162 ± 74 270 ± 20 27 ± 15 20 ± 13 40 ± 27 30 ± 20 4 ± 6
M +/+ 12 203 ± 86 274 ± 26 23 ± 12 15 ± 9 30 ± 21 26 ± 26 3 ± 3
W +/− 12 205 ± 130 275 ± 19 26 ± 18 22 ± 20 44 ± 43 26 ± 19 3 ± 6
W −/− 12 204 ± 61 273 ± 17 25 ± 13 19 ± 9 37 ± 21 27 ± 17 3 ± 5
W +/+ 10 146 ± 72 260 ± 31 20 ± 10 22 ± 15 46 ± 39 40 ± 31 6 ± 8
Tabelle 12: Ergebnisse des open-field-Versuches
(d) Rotarod-Experiment
Die Ergebnisse des Rotarod-Versuches sind in Tabelle 13 zusammengefaßt.
Tiere Anzahl Vorwa¨rts Ru¨ckwa¨rts Umdrehung
Zeit in sec.
M +/− 12 132 ± 90 37 ± 20 10 ± 15
M −/− 11 177 ± 73 68 ± 25 8 ± 10
M +/+ 12 175 ± 70 26 ± 13 3 ± 4
W +/− 12 240 ± 47 42 ± 31 13 ± 10
W −/− 12 182 ± 65 39 ± 28 10 ± 19
W +/+ 11 235 ± 50 38 ± 19 7 ± 8
Tabelle 13: Ergebnisse des Rotarod-Versuches
Prinzipiell schnitten die Weibchen in diesem Test besser ab, da sie sich aufgrund ih-
res geringeren Ko¨rpergewichts sowohl besser um ihre eigene Achse drehen konnten (zum
Wechsel zwischen vorwa¨rts und ru¨ckwa¨rts laufen), als auch mehr
”
U¨berkopfrollen“ u¨ber-
stehen konnten ohne herunterzufallen. Da bei den Weibchen die mutanten Tiere die
”
Schlechtesten“ und bei den Ma¨nnchen die
”
Besten“ waren, ist nicht davon auszuge-
hen, dass der knock-out des Csrp2 -Gens Einfluß auf das Abschneiden in diesem Test
nimmt.
Insgesamt gesehen zeigen die durchgefu¨hrten Tests, dass den Csrp2 -ko.-Ma¨usen durch
den knock-out kein Nachteil in der basalen Reaktionsfa¨higkeit und den grundlegenden
motorischen Eigenschaften entsteht.
(e) Lebensspanne
Um zu kla¨ren, ob sich der Csrp2 -ko. auf die Lebenserwartung der Ma¨use auswirkt,
wurden die ko.- und WT-Ma¨use der vorangegangenen Tests in der Tierhaltung belas-
sen, bis sie entweder starben oder aufgrund des sehr schlechten ko¨rperlichen Zustandes
geto¨tet wurden. Fu¨r C57BL/6J-Ma¨use wurden folgende Angaben zur Lebensspanne unter
(http://www.informatic.jax.org/external/festing/mouse/docs/C57BL.shtml) gemacht:
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1. Angabe 2. Angabe 3. Angabe
Geschlecht Alter in Tagen Alter in Tagen Alter in Tagen
Ma¨nnchen 676 827 ± 34 867 ± 10
Weibchen 692 818 ± 21 794 ± 6
Bis zur Beendingung dieser Arbeit waren von den beobachteten 27 ko.-Ma¨usen 5 im
Alter von 550 - 830 Tagen gestorben. Von den 22 WT-Ma¨usen waren 3 im Alter von
597 - 707 Tagen gestorben. Dabei wiesen 3 ko.-Ma¨use und 1 WT-Maus Tumore oder
Cysten in der Leber auf (siehe Tabelle 14). Da der Großteil der Ma¨use noch am Leben
ist, ko¨nnen die bis zu diesem Zeitpunkt erhaltenen Daten noch keine Auskunft daru¨ber
geben, ob der Csrp2 -knock-out eine Auswirkung auf die Tumorinzidenz oder die generelle
Lebenserwartung hat.
Tiere Anzahl tot Alter (Tagen) untersucht Tumor lebend Alter (Tagen)
M +/+ 12 2 597, 707 1 1 10 574 - 733
M −/− 15 2 673, 830 1 1 13 508 - 856
W +/+ 10 1 690 1 0 9 485 - 777
W −/− 12 3 550, 597, 671 3 2 9 651 - 777
Tabelle 14: Angaben zur Lebensspanne
4.10 Untersuchung des Herzens
Die von uns generierten Csrp2 -ko.-Ma¨use wurden verschiedenen Untersuchungen am Herz
unterzogen, da die Csrp3 -ko.-Maus den Pha¨notyp einer dilatierten Kardiomyopathie auf-
weist. Aufgrund der Homologie von 64 % von CRP2 zu CRP3, den konservierten, funk-
tionellen LIM-Doma¨nen und der Expression beider Proteine im Herzen wa¨re es mo¨glich,
dass die Csrp2 -ko.-Maus ebenfalls einen Herzpha¨notyp aufweist.
(a) Untersuchung der Z-Scheibe des Herzens
Fu¨r die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden 8 Monate alte Ma¨nnchen ver-
wendet. Von den Csrp3 -ko.-Tieren wurden uns Herzgewebeproben eines 10 Monate alten
Ma¨nnchens zugeschickt. Die linken Ventrikelproben wurden zuna¨chst lichtmikroskopisch
untersucht und Stu¨cke herausgesucht, in denen die Herzmuskelfasern la¨ngsgeschnitten
waren, um die Z-Scheibe mo¨glichst gut unter vergleichbaren Bedingungen darstellen zu
ko¨nnen. Diese Stu¨cke wurden anschließend mit dem Elektronenmikroskop aufgenommen.
Repra¨sentative Ausschnitte sind in Abbildung 35 zusammengestellt.
Die untersuchten Z-Scheiben der einzelnen Tiergruppen weisen keine Unterschiede zu-
einander auf. Auch im Pra¨parat des Csrp3 -ko.-Tieres wies die Z-Scheibe keine Unter-
brechungen und Verdickungen auf, wie es bei Kno¨ll et al. (2002) beschrieben ist. Dieses
experimentelle Ergebnis wurde von Frau Dr. E. Ehler besta¨tigt, die Immunfluoreszenz-
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Abbildung 35: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des linken Ventrikels von Wildtyp-
Ma¨nnchen (A), Csrp2 -ko.-Ma¨nnchen (B) und Csrp3 -ko.-Ma¨nnchen (C) bei einer Ver-
gro¨ßerung von 40000.
aufnahmen mit unseren Csrp2 -ko. und den Csrp3 -ko.-Tieren mit einem anti-α-Actinin
Antiko¨rper durchfu¨hrte (siehe Abbildung 48 im Anhang). Das Verteilungsmuster des α-
Actinins, einem integralen Bestandteil der Z-Scheibe, unterscheidet sich nicht zwischen
Csrp2 -ko.- und WT-Tier, wa¨hrend im Csrp3 -ko.-Tier die Myofibrillen irregula¨rer ange-
ordnet sind, wie in (Leu et al., 2001) beschrieben.
(b) Untersuchung der intercalated disk
Die fu¨r die Elektronenmikroskopie angefertigten Pra¨parate der linken Ventrikel wurden
ebenfalls fu¨r die Untersuchung der intercalated disk herangezogen. Die intercalated disk
stellt die Grenzfla¨che zwischen den Kardiomyocyten dar und beinhaltet verschiedene Ty-
pen von Zell-Zell-Kontakten, welche der interzellula¨ren Kommunikation, der mechani-
schen Integration und der Kraftu¨bertragung zwischen den Zellen dienen. Beim Auswer-
ten der Aufnahmen des Csrp3 -ko.-Tiers (siehe Abbildung 49 im Anhang) fiel auf, dass
die intercalated disk sehr stark gewunden ist, wie es in (Ehler et al. (2001)) beschrieben
wird. In den Aufnahmen unserer Tiere (siehe Abbildungen 50 und 51 im Anhang) wurden
sowohl stark gewundene als auch fast gerade verlaufende Abschnitte der intercalated disk
dokumentiert, als Beispiele siehe: Wildtyp Neg.-Nr. 42369; 42370 und Csrp2 -ko. Neg.-Nr.
42377; 42379.
Aufgrund dieser großen Unterschiede innerhalb einer Tiergruppe wurde zur objektiven
Beurteilung auf je einer Strecke von 4 cm die Anzahl der
”
Kreuzungspunkte“ der inter-
calated disk ermittelt. Dabei wurde ein Lineal auf den Schleifen der intercalated disk so
positioniert, dass der erste
”
Kreuzungspunkt“ bei 0 cm war und das Lineal mo¨glichst
Abbildung 36: Schematische Darstellung der intercalated disk fu¨r die Ermittlung der
Kreuzungspunkte, hier 10 Stu¨ck
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Tier Anzahl W
WT 7,7 ± 1,7
Csrp3 -ko. 9,6 ± 1,0
Csrp2 -ko. 8,0 ± 1,1
Tabelle 15: Anzahl der Kreuzungspunkte der intercalated disk
mittig die Schleifen kreuzte (siehe Abbildung 36). Die so von 4 unabha¨ngigen Personen
ermittelte Anzahl wurde W genannt. Fu¨r die einzelnen Tiergruppen wurde der Mittelwert
von W gebildet (siehe Tabelle 15).
Der Durchschnittswert von 9,6 der Csrp3 -ko.-Maus besta¨tigt die subjektive Beobach-
tung, dass die intercalated disk auch im Vergleich zu unseren Kontrolltieren eine sta¨rkere
Faltung und damit eine gro¨ßere Oberfla¨che aufweist. Die intercalated disk der Csrp2 -
ko.-Tiere zeigt gegenu¨ber der Kontrollgruppe nur eine geringfu¨gig sta¨rkere Faltung. Dies
steht im Einklang mit den Untersuchungen der Proteine β-Catenin, Nebulin-related an-
coring protein (N-RAP) und Connexin-43, die von Fr. Dr. E. Ehler mit unseren Tieren
gemacht wurden (siehe Abbildung 37). Die Csrp2 -ko.-Tiere zeigen ein versta¨rktes Signal
fu¨r das adherence junction protein β-Catenin (Abbildung 37 C) und N-RAP und ein
verringertes Signal fu¨r das gap-junction Protein Connexin-43 (Abbildung 37 F), vergli-
chen mit dem Wildtyp-Tier (Abbildung 37 A und D). Die Csrp2 -ko.-Tiere liegen mit der
Expression jeweils zwischen dem Wildtyp und den Csrp3 -ko.-Tieren, und weisen somit
einen intermedia¨ren Pha¨notyp auf. Neben der vera¨nderten intercalated disk besitzen sie
auch geringfu¨gig gro¨ßere Kardiomyocyten.
Abbildung 37: Immunhistochemische Aufnahmen von Herzgewebe von Wildtyp- (A, D,
G), Csrp3 -ko.- (B, E, H) und Csrp2 -ko.-Tieren (C, F, I) mit Antiko¨rpern gegen β-
Catenin (A, B, C), Connexin-43 (D, E, F) und N-RAP (G, H, I).
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(c) Untersuchung der Herzfasern
Die Analyse der Herzfasern wurde von Herrn Prof. Dr. Bu¨ttner (Institut fu¨r Patholo-
gie, Universita¨tsklinikum Bonn) durchgefu¨hrt. Dazu wurden Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨use-
herzen in 4 % PFA in PBS fixiert und in Paraffin eingebettet. Davon wurden 4 µm dicke
Schnitte des linken Ventrikels entlang der frontalen Achse angefertigt und mit HE und
Sirius Red angefa¨rbt (siehe Abbildung 38).
Abbildung 38: Mikroskopische Aufnahmen des linken Ventrikels von Csrp2 -ko.-Ma¨nnchen
(A) Wildtyp-Ma¨nnchen (B).
Unter dem Mikroskop wurden die longitudinalen Fasern der linken Ventrikelwand un-
terhalb der Aortenklappe analysiert. Dabei wurden murine Erytrozyten (Durchmesser
7 µm) als interner Standard verwendet und je Tier 20 Gesichtsfelder ausgeza¨hlt (siehe
Tabelle 22 im Anhang). Die Ausza¨hlung der longitudinalen Herzfasern unter dem Mikro-
skop ergab, dass die Csrp2 -ko.-Ma¨use einen signifikant gro¨ßeren Durchmesser (17,4 ±
1,4; 17,5 ± 1,3 und 17,0 ± 0,9 µm) als ihre WT-Wurfgeschwister (15,5 ± 0,8; 15,8 ± 1,0;
15,8 ± 1,1 und 15,2 ± 1,1 µm) besitzen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen
von Frau Dr. E. Ehler, die bei den Csrp2 -ko.-Ma¨use geringfu¨gig gro¨ßere Kardiomyocyten
beobachtete als bei den Wildtypen.
(d) Echokardiographie
Der Echokardiographie wurden je 5 Csrp2 -ko.- und 5 zugekaufte WT-Ma¨nnchen (8 Mo-
nate) unterzogen. Die Messungen wurden von Dr. med. F. Gramley durchgefu¨hrt, auf
VHS-Kasetten aufgenommen und die ausgemessenen Strecken dokumentiert. Die fractio-
nal shortening in % wurde daraus berechnet (siehe 3.5.5), die erhaltenen Daten sind in
Tabelle 16 dargestellt.
Die ko.-Tiere weisen du¨nnere LV-Wa¨nde auf als die WT-Tiere (0,103 und 0,099 cm re-
spektive 0,130 und 0,125 cm). Die fractional shortening ist vermindert. Diese Parameter,
die Ventrikelverdu¨nnung und die verminderte Pumpleistung sind charakteristisch fu¨r eine
Kardiomyopathie. Fu¨r die mlp-ko.-Maus wurde ebenfalls eine verminderte FS beschrie-
ben. Bei dieser Maus ist der Pha¨notyp der DCM allerdings viel ausgepra¨gter, da auch die
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Tier FS Vorderwand Hinterwand LVEDD LVESD
% [cm] [cm] [mm] [mm]
WT 1 59 0,146 0,120 3,83 1,56
WT 2 47 0,120 0,108 3,27 1,70
WT 3 45 0,113 0,142 2,84 1,55
WT 4 54 0,130 0,136 3,12 1,42
WT 5 53 0,139 0,120 4,26 1,99
ko. 1 32 0,102 0,089 3,12 2,13
ko. 2 29 0,114 0,108 2,98 2,13
ko. 3 22 0,099 0,085 3,19 2,48
ko. 4 32 0,095 0,108 3,55 2,41
ko. 5 28 0,107 0,104 2,91 2,13
WT Ø 52 ± 5 0,130 ± 0,012 0,125 ± 0,012 3,46 ± 0,51 1,64 ± 0,19
ko. Ø 28 ± 4 0,103 ± 0,007 0,099 ± 0,010 3,15 ± 0,22 2,26 ± 0,16
Tabelle 16: Echokardiographie der Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨use.
Herzmasse vergro¨ßert ist, was in unseren Untersuchungen nicht festgestellt wurde. Bei
den erhaltenen Ergebnissen muß beru¨cksichtigt werden, dass die Tiere nur die letzten 2
Wochen unter identischen Bedingungen gehalten wurden und dass es schwierig ist mit
dem Ultraschallkopf das sehr nahe gelegene Herz der Ma¨use gut darzustellen. Deswegen
wurden noch NMR-Aufnahmen angefertigt um die Ergebnisse der Echokardiographie zu
verifizieren.
(e) NMR-Untersuchung des Herzens
Es wurden 5 Csrp2 -ko.-Weibchen (29 Wochen) an die Universita¨t Du¨sseldorf zu Herrn
Dr. Christoph Jacoby gesendet und dort einer NMR-Untersuchung unterzogen. Fu¨r diese
Messungen mußten weibliche Tiere verwendet werden, da gleichaltrige ma¨nnliche Tiere
aufgrund ihres ho¨heren Ko¨rpergewichts nicht in die NMR-Versuchsro¨hre gepaßt ha¨tten.
Die Tiere wurden mit 1,5 % Isofluran beta¨ubt und anschließend im NMR unter Herz- und
Atemfrequenzkontrolle vermessen. Unter anderem wurden die Parameter: enddiastolisches,
endokardiales, linksventrikula¨res Volumen (EDV) und endsystolisches, endokardiales, links-
ventrikula¨res Volumen (ESV) bestimmt. Daraus wurde das Schlagvolumen (SV) und die
Ejektionsfraktion (EF) in % mit folgenden Formeln berechnet:
SV = EDV − ESV EF % =
SV
EDV
Die erhaltenen Daten sind in Tabelle 17 und Abbildung 39 zusammengefaßt. Sowohl in
der Systole als auch in der Diastole sind die Herzvolumina der ko.-Tiere gro¨ßer als die der
WT-Tiere, was ein vergleichbares Schlagvolumen aber eine verringerte Ejektionsfraktion
zur Folge hat. Somit kann auch in der NMR-Untersuchung eine geringfu¨gig verringerte
Herzleistung der ko.-Tiere gegenu¨ber den Wildtyp-Tieren detektiert werden.
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ko. Ø WT Ø
Anzahl 5 4
Alter in Wochen 29,1 ± 0,1 30,7 ± 5
Gewicht in g 25,0 ± 1,8 25,8 ± 1,8
EDV in µl 70,7 ± 11,2 63,4 ± 4,1
ESV in µl 22,2 ± 7,2 14,1 ± 3,3
SV in µl 48,5 ± 10,3 49,3 ± 1,1
EF in % 68,4 ± 8,6 78,1 ± 3,8
Tabelle 17: NMR-Daten des Herzens der Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨use.
Abbildung 39: EDV, ESV, SV und EF aus den NMR-Untersuchungen der Csrp2 -ko.- und
Wildtyp-Tiere.
Zusammenfassend lassen die Untersuchungen am Herzen der Csrp2 -ko.-Maus schlie-
ßen, dass sie einen milden Pha¨notyp der DCM mit vera¨nderter Kardiomyocytengro¨ße,
verringerter LV-Wanddicke und reduzierter Herzleistung aufweist.
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Zur Erzeugung der auf dieser Arbeit beruhenden ko.-Maus wurde eine Neomycin-Kassette
in Exon 4 des Csrp2 -Gens inseriert. Es konnte gezeigt werden, dass die Insertion er-
folgreich war. Bei der Bildung der mRNA wird das Neomycin-Fragment fast vollsta¨ndig
herausgespliced und eine entsprechend lange mRNA in geringer Menge gebildet (siehe Ab-
bildung 11). Ein aus dieser mRNA translatiertes Protein, mit einer Aminosa¨urea¨nderung
von AQPHR des regula¨ren CRP2 zu SNSIRSWS des
”
ko.-CRP2“ im Bereich der Linker-
region zwischen den funktionellen LIM-Doma¨nen, wurde nicht detektiert. Ebenso wur-
den mit verschiedenen polyklonalen CRP2-Antiko¨rper kein trunkiertes CRP2 im ko.-Tier
nachgewiesen, womit bewiesen wurde, dass kein funktionelles CRP2 vorhanden ist (siehe
Abbildung 17).
Eine vor kurzem publizierte andere Csrp2 -ko.-Maus wurde durch Insertion einer Neo-
mycin-Kassette in die N-terminale LIM-Doma¨ne (in Exon 3) generiert. Mit RT-PCR
wurde ein 0,83 kb langes mRNA-Konstrukt erhalten, in dem die Neomycin-Kassette
ebenfalls deletiert wurde. Allerdings ist durch das Splicen des Exons 2 an das Exon 4
das Konstrukt wesentlich kleiner als die Csrp2 -mRNA (ca. 1 kb) und nicht im Nor-
thern detektierbar (Wei et al., 2005). In dieser Studie kann aufgrund von suboptimalen
Antiko¨rpern nicht ausgeschlossen werden, dass ein trunkiertes CRP2 ohne die LIM-1
Doma¨ne gebildet wird. Der fu¨r den ko.-Funktionalita¨tstest mittels Western Blot ver-
wendete Antiko¨rper (91 - 98) wurde durch ein immunogenes Polypeptid erzeugt, dass
die Insertionsstelle der Neomycin-Kassette entha¨lt. Somit ist anzunehmen, dass dieser
Antiko¨rper ein CRP2-Neo-Fusionsprotein nicht erkennen kann. Die Schwierigkeiten der
Spezifita¨t der CRP2-Antiko¨rper ergaben sich, aufgrund der hohen Homologie der CRP-
Proteine untereinander und ihrer identischen Gro¨ße, auch in dieser Arbeit. Allerdings
standen fu¨r diese Arbeit genu¨gend verschiedene CRP2-Antiko¨rper zur Verfu¨gung, um
trotz Kreuzreaktion mit CRP1 bzw. CRP3 zweifelsfrei die Funktionalita¨t des Ko. des
CRP2 auch auf Proteinebene beweisen zu ko¨nnen.
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Csrp2 -ko.-Ma¨use lebensfa¨hig und
fertil sind. Ihre Ha¨ufigkeit in den Nachkommen heterozygoter Verpaarungen (siehe Ta-
belle 3) entspricht den Erwartungen der Mendelschen Genetik (25 % Wildtyp, 50 %
Heterozygot und 25 % Ko.). Somit wurde gezeigt, dass die Csrp2 -Geninaktivierung mit
einer geregelten Embryogenese vereinbar ist.
Dies wurde ebenfalls in der von Wei et al. (2005) publizierten Csrp2 -ko.-Maus und den
ko.-Ma¨usen der CRP-Familienmitglieder MLP und TLP gefunden (Arber et al. (1997),
Kirchner et al. (2001)). Diese Beobachtungen wurden auch mit den Nullmutanten ge-
macht, die andere LIM-Proteine betreffen, wie z. B. das LIM-only-Protein FHL2 (Kong
et al., 2001) oder das LIM actin associated Protein Zyxin (Hoffman et al., 2003). Daraus
folgt, dass keiner dieser Knock-outs wa¨hrend der Embryonalentwicklung einen Nachteil
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fu¨r das U¨berleben der homozygoten Tra¨ger des inaktivierten Gens bringt. Die genann-
ten Proteine sind Teil einer Proteinfamilie, die jeweils weitere eng verwandte Mitglieder
entha¨lt. Dies sind CRP1, MLP und TLP im Fall von CRP2, FHL1 und FHL3 bei FHL2
und LPP und TRIP6 im Fall von Zyxin. Deswegen wird diskutiert, ob zumindest wa¨hrend
der Embryonalentwicklung diese Proteine entweder keine entscheidende Rolle spielen,
oder durch die anderen Familienmitglieder ersetzt werden ko¨nnen. Auch die ko.-Maus fu¨r
α-SMA, einem SM-Markergen das in der fru¨hen Phase der embryonalen kardiovaskula¨ren
Entwicklung aktiviert ist, ist lebensfa¨hig und entspricht im Verha¨ltnis der Nachkommen
heterozygoter Verpaarungen den Mendelschen Regeln (Schildmeyer et al., 2000). Im Ge-
gensatz dazu ist die Nullmutante des LIM-domain binding protein 1 (Ldb1), welches
als Kofaktor fu¨r LIM-Homeodoma¨nen- und LIM-only-Proteine dient, in der Embryonal-
phase lethal. Dies beruht u. a. auf Defekten bei der Generation fru¨her Herzvorla¨uferzellen.
Somit ist das mit LIM-Proteinen interagierende Ldb1 essentiell fu¨r die Funktion vieler
verschiedener Transkriptionsfaktoren und die Embryogenese (Matthews und Visvader,
2003).
Die hier untersuchten Csrp2 -ko.-Ma¨use besitzen keinen auffa¨lligen Pha¨notyp (siehe
Kapitel 4.9). Weder ihr Ko¨rpergewicht, noch basale neurologische Reflexe sowie moto-
rische Fa¨higkeiten weichen signifikant von denen des Wildtyps ab. Auch scheint nach
momentanem Stand der Beobachtungen ihre Lebenserwartung und die Tumorinzidenz
mit denen des Wildtypstammes C57BL/6J u¨bereinzustimmen. Bei den neurologischen
und motorischen Tests ha¨tten hypothetisch vorhandene funktionelle Defizite detektierbar
sein mu¨ssen, da die Gruppengro¨ßen pro Genotyp und Geschlecht von 10 - 12 Tieren aus-
reichend war, um individuelle Unterschiede aussschließen zu ko¨nnen (Karl et al., 2003).
Der ermittelte gute Allgemeinzustand der Tiere ermo¨glichte ihre Verwendung in nach-
folgenden Experimenten zur Erzeugung einer Leberfibrose.
Die Csrp2 -ko.-Maus von Wei et al. (2005) besitzt ebenfalls keinen offensichtlichen
Pha¨notyp und bezu¨glich der Lebenserwartung wurden keinerlei Angaben gemacht. Die
CRP-Familienmitglieder TLP und MLP sind in ihrer Expression auf Thymus bzw. ge-
streifte Muskulatur beschra¨nkt und zeigen in den jeweiligen Organen einen mehr oder
minder auffa¨lligen Pha¨notyp, der ohne weitere Manipulation am Tier detektierbar ist.
Die TLP-ko.-Maus zeigt keine Vera¨nderung der Entwicklung des Thymus oder seiner Ar-
chitektur, allerdings ist er kleiner als der des Wildtyps. Verbunden ist dies mit einem ca.
30 %igem Abfall der Thymozyten-Zellzahl, proportional verteilt auf die Subpopulationen
(Schildmeyer et al., 2000). Die mlp-ko.-Maus zeigt, wie in der Einleitung beschrieben,
verschiedene Auspra¨gungen einer dilatierten Kardiomyopathie (Arber et al., 1994) und
keine offensichtlichen histologischen Besonderheiten in den Sktelettmuskeln (Barash et al.,
2005). Die Nullmutanten der LIM-Proteine Zyxin (Hoffman et al., 2003) und FHL2 (Kong
et al., 2001) zeigen keinen offensichtlichen Pha¨notyp. Allerdings ist in letzterer durch Gabe
des β-adrenergenen Antagonisten Isoproterenol, ein versta¨rkter Zuwachs der Herzmasse
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sowie vermehrte Expression von atrial natriuretic factor (ANF) induzierbar.
Das in dieser Arbeit erhaltene Expressionsmuster der Csrp-Gene in der Maus entspricht
weitestgehend den Erwartungen aus der Literatur. Csrp1 wurde in allen untersuchten Or-
ganen, Csrp2 in Niere, Leber, Herz, Lunge, Hoden bzw. Ovar/Uterus und Blase und Csrp3
in Herz und Skelettmuskel detektiert (siehe Abbildung 19). Die CSRP1 -Expression, wel-
che in Ratten und Ma¨usen in Wang et al. (1992), McLaughlin et al. (1994) und Henderson
et al. (1999) gezeigt wurde, stimmt bis auf die Angaben bezu¨glich der Leber u¨berein und
detektiert CSRP1 in allen Organen meist in den SMC. Die Expression von CSRP1 in der
Leber ist nur schwach ausgepra¨gt und wird im Northern Blot nur bei langer Exposition
detektiert (McLaughlin et al., 1994).
Die in Ratten und Ma¨usen mittels Northern Blot untersuchte CSRP2 -Expression in
Jain et al. (1996), Jain et al. (1998) und Gu¨nther et al. (2003) stimmt in den Organen
Thymus, Gehirn und Herz nicht u¨berein. Dies resultiert wahrscheinlich aus unterschiedlich
langen Expositionszeiten der Northern Blots, denn die Auftragsmenge von 10 µg gesamt-
RNA war identisch. Im Rattenthymus (Jain et al., 1996) wurde ein CSRP2 Signal detek-
tiert, wa¨hrend es in der Maus nicht gefunden wurde (Gu¨nther et al., 2003). Im Gegensatz
dazu wurde die Expression im Rattenherz nicht (Jain et al., 1996), dafu¨r aber im Ma¨use-
herz detektiert (Jain et al. (1998), Gu¨nther et al. (2003)). Die Expression von CSRP2 im
Gehirn konnte sowohl schwach detektiert (Jain et al. (1996), Gu¨nther et al. (2003)) als
auch nicht gefunden werden (Jain et al., 1998). In unseren Untersuchungen konnte die
Csrp2 -Expression im Herzen sowie fehlende Expression im Thymus detektiert werden.
Der Nachweis fu¨r eine Csrp2 -Expression im Gehirn konnte nicht erbracht werden.
Die CSRP3 -Expression in Herz und Skelettmuskel wurde im Northern Blot von Rat-
ten (Arber et al. (1994), Fung et al. (1996)) nachgewiesen. In der Maus wurde nur die
Expression in Atrium und Ventrikel des Herzens (Jain et al., 1998) detektiert. Die im
murinen Skelettmuskel unterschiedlichen Ergebnisse von Jain et al. (1998) und dieser Ar-
beit ko¨nnen darauf beruhen, dass die hier untersuchten Tiere im Alter von 6 Wochen
sich noch im Wachstum befanden, wa¨hrend in Jain et al. (1998) adulte Ma¨use verwendet
wurden. Fu¨r CSRP3 wurde gezeigt, dass es im ausgewachsenen Tier im Skelettmuskel
erst als Antwort auf Denervation oder Paralyse stark hochreguliert wird, ansonsten aber
nur in geringen Mengen exprimiert wird (Arber et al., 1994).
Das Fehlen eines offensichtlichen Pha¨notyps der Csrp2 -ko.-Maus ko¨nnte auf der U¨ber-
nahme der Funktion durch CRP1 und/oder CRP3 beruhen. Die Untersuchungen ergaben,
dass falls eines der engverwandten Proteine Funktionen von CRP2 in den ko.-Tieren u¨ber-
nimmt, dies innerhalb seines im Wildtyp vorhandenen Expressionsumfanges gescha¨he.
Denn weder eine A¨nderung der Expressionsmenge der mRNA noch der Proteine CRP1
und CRP3 konnte im ko. gegenu¨ber dem Wildtyp detektiert werden (siehe Kapitel 4.6).
Es konnten fu¨r die Csrps distikte Expressionsmuster innerhalb der verschiedenen Organe
nachgewiesen werden und es gibt keine Hinweise dafu¨r, dass sie sich funktionell komple-
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Dass CRP3 die Funktion von CRP2 u¨bernehmen ko¨nnte, ist aufgrund der ra¨umlich
stark unterschiedlichen Expression von CRP3 in gestreifter Muskulatur und CRP2 vor-
wiegend in arteriellen SMC, unwahrscheinlich. Ebenso wie CRP2 wird CRP1 in einer
Vielzahl von Organen exprimiert, bevorzugt in den SMC. Es wird davon ausgegangen,
dass CSRP1 und CSRP2 durch Genduplikation auseinander hervorgegangen sind, da ih-
re genomische Organisation, insbesondere die La¨nge der Introns zwischen Exon 2 und 6
sehr a¨hnlich ist. Ihre jeweiligen 5’ untranslatierten Regionen weichen stark voneinander
ab. CSRP1 entha¨lt zwei untranslatierte Exons 1A und 1B mit Promotoren, wa¨hrend
CSRP2 ein untranslatiertes Exon ohne Sequenzhomologie zu CSRP11A oder 1B be-
inhaltet. Sie verwenden jetzt unterschiedliche regulatorische Strategien, was sich auch an
der Abha¨ngigkeit der Expression von der CArG-Box zeigt. In Csrp1 ist die CArG-Box fu¨r
die Expression in den SMC notwendig (Lilly et al., 2001), wa¨hrend in Csrp2 eine Region
(-573 bis -550 bp) identifiziert wurde, welche in vivo unabha¨ngig von CArG-Box und SRF
ist (Chang et al., 2003b). Weiterhin u¨berlappen wa¨hrend der Embryogenese CSRP1 und
CSRP2 nur in wenigen Organen und sind dort teilweise zeitlich unterschiedlich exprimiert
(Weiskirchen und Gu¨nther, 2003).
Beispielsweise wurde auch in der Zyxin-ko.-Maus in den verwandten LIM-Proteinen
LPP und TRIP6, welche eine zu Zyxin u¨berlappende Gewebeexpression und zellula¨re
Lokalisation aufweisen, keine Vera¨nderung in der Proteinmenge detektiert (Hoffman et al.,
2003). Im Gegensatz dazu wurde bei der Nullmutante des α-SMA eine Aktivierung der
Skelett-α-Aktin-Isoform in der Aorta der ko.-Maus gefunden. Diese kann den Knock-
out nicht vollsta¨ndig kompensieren und resultiert in einer beeintra¨chtigten vaskula¨ren
Kontraktilita¨t, Spannung und Blutfluß, verglichen mit dem Wildtyp (Schildmeyer et al.,
2000).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Fibroblasten und hepatischen Sternzellen das
erwartete duale subzellula¨re Verteilungsmuster von CRP2 entlang der Aktinfilamente und
im Kern aufweisen (siehe Abbildung 24 und 27). In keinem der beiden Zelltypen konn-
ten in Folge des ko. A¨nderungen an der Struktur des Aktinfaser-Cytoskeletts festgestellt
werden. Fu¨r CRP1, CRP2 und MLP wurde in transfizierten COS-1 Zellen sowohl nu-
klea¨re, aktin-assoziierte als auch duale subzellula¨re Verteilung der Proteine nachgewiesen
(Arber und Caroni, 1996). Dabei vera¨nderten die CRP die Gesamterscheinung des Aktin-
Cytoskeletts in den transfizierten Zellen nicht. Die Assoziation der CRPs an F-Aktin trat
in Zellen mit vielen Mikrofilamenten ha¨ufiger und versta¨rkter auf, als in Zellen mit wenig
Mikrofilamenten. Die Verteilung des F-Aktins in CRP-exprimierenden und nicht expri-
mierenden Zellen war nicht vera¨ndert (Arber und Caroni, 1996). Auch eine transgene
Expression von CRP1 in Ratten-Fibroblasten a¨nderte die Zellmorphologie nicht, fu¨hrte
aber zum versta¨rkten Bu¨ndeln der Aktin-Mikrofilamente (Tran et al., 2005).
Da CRP-Proteinen eine wichtige Funktion bei der Steuerung zellula¨rer Differenzie-
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rungsprozeße zugeordnet wird, sollten die in der Leber vorhandenen hepatischen Stern-
zellen, welche spezifisch Csrp2 exprimieren, genauer untersucht werden. In Zellkultur
konnte die im Rahmen der Transdifferenzierung von HSC zu MFB ansteigende Csrp2 -
Expression nachgewiesen werden. Sie weicht zeitlich von der in Ratten-HSC beschriebe-
nen ab. In den murinen HSC war die mRNA an Kulturtag 11 am sta¨rksten exprimiert.
In den Ratten-HSC war die Expression am Tag 7 am sta¨rksten und fiel dann im wei-
teren Verlauf der Kultur ab (Weiskirchen et al., 2001a). Die Zellkultur von HSC auf
Plastikkulturschalen dient als Modell fu¨r die Aktivierung dieser Zellen im Verlauf der
Leberfibrose. Dennoch ko¨nnen durch diese in vitro Bedingungen nur Teilaspekte gekla¨rt
werden, da die Leberfibrose durch das Zusammenwirken der verschiedenen beteiligten
Zelltypen, deren Sekretion von Mediatoren und die darauf folgenden Vera¨nderungen in
den umgebenden Zellen, entsteht. In der Entwicklung der Leberfibrose spielen die akti-
vierten HSC als Hauptproduzenten der fibrogenen ECM-Komponenten eine große Rolle
(Bataller und Brenner, 2005). Mittels des CCl4-Tierfibrosemodells wurde untersucht, ob
der Knock-out des Csrp2 -Gens Einfluß auf die Fibrosesuszeptibilita¨t hat. In allen mit
CCl4 behandelten Tieren war die Fibrose gut entwickelt, was sich in der Erho¨hung der
Serumparameter AST und ALT, der versta¨rkten CollagenαI-Produktion und histologisch
in der Sirius Red Fa¨rbung widerspiegelte. In den behandelten WT-Tieren konnte die
Hochregulation von Csrp2 gegenu¨ber den unbehandelten Tieren deutlich gezeigt werden.
Somit wurde die versta¨rkte Expression sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen.
Durch Analyse der Markergene (Collagen Typ αI und III und α-SMA) konnte weder
bei der Transdifferenzierung in vitro noch bei der Fibrosesuszeptibilita¨t in vivo ein Un-
terschied zwischen WT und ko. detektiert werden. Somit ist davon auszugehen, dass die
Hochregulation von Csrp2 nicht die Ursache der Leberfibrose ist und die Csrp2 -ko.-Ma¨use
in dem verwendeten Modell keine vera¨nderte Fibrosetoleranz besitzen.
Wa¨hrend der Leberfibrose migrieren aktivierte HSC und akkumulieren an den Stellen
der Gewebereparatur (Bataller und Brenner, 2005). In der von Wei et al. (2005) pu-
blizierten Csrp2 -ko.-Maus wurde in VSMC in Reaktion auf Stimulation mit PDGF-BB
eine versta¨rkte Migration der ko.-Zellen gegenu¨ber dem Wildtyp festgestellt. Eine sol-
che versta¨rkte Migration der Csrp2 -ko.-HSC konnte in unserem Leberfibrosemodell nicht
festgestellt werden. Vielleicht sind A¨nderungen der Fibrosesuszeptibilita¨t bzw. gea¨ndertes
Migrationsverhalten der HSC zwischen WT und ko. durch Verwendung anderer Fibrose-
modelle, z. B. der Gallengangsligatur, detektierbar.
In dieser Arbeit wurde das Herz der Csrp2 -ko.-Ma¨use intensiv untersucht, da so-
wohl CRP2 als auch CRP3 in der Lage sind α-Actinin und Zyxin zu binden, beide
CRP-Proteine eine vergleichbare Lokalisation in der Zelle vorweisen und fu¨r die mlp-
ko.-Maus ein Herzpha¨notyp beschrieben wurde (Arber et al. (1994), Arber et al. (1997)).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen und α-Actinin-Fa¨rbungen ergaben, dass die
Z-Scheibe normal in den WT-, Csrp2 -ko.- und mlp-ko.-Tieren ausgepra¨gt ist. Dies steht
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bei den mlp-ko.-Tieren im Gegensatz zu den von Kno¨ll et al. (2002) publizierten Er-
gebnissen, die unterbrochene verbreiterte Z-Scheiben im Vergleich zum WT zeigen. Ei-
ne Fa¨rbung der integralen Z-Scheiben-Komponente α-Actinin konnte keine Unterschiede
zwischen WT und mlp-ko. detektieren, abgesehen von einer irregula¨reren Myofibrillenan-
ordnung (Ehler et al., 2001).
Die in dieser Arbeit bei den Csrp2 -ko.-Ma¨usen detektierten Vera¨nderungen am Herzen
beweisen, dass diese Ma¨use eine milde Form der dilatierten Kardiomyopathie entwickeln
(siehe Kapitel 4.10). Diese Vera¨nderungen beinhalten leicht vergro¨ßerte Kardiomyocy-
ten und die geringfu¨gig sta¨rker gefaltete intercalated disk mit versta¨rkter Expression
der adherens junction Proteine (β-Catenin und N-RAP). Weiterhin wurden vergro¨ßerte
Herzfasern, leicht dilatierte du¨nnere linke Ventrikel und verminderte Herzleistung (% FS)
festgestellt. Die am Herzen der Csrp2 -ko.-Ma¨use beobachteten Vera¨nderungen sind nicht
so ausgepra¨gt wie in der mlp-ko.-Maus. In ihr wurden eine hohe Varianz der Kardiomyo-
cytengro¨ße (Leu et al., 2001), eine versta¨rkte Faltung der intercalated disk (Ehler et al.,
2001), dilatierte Ventrikel und eine stark verminderte Herzleistung (Arber et al., 1997)
festgestellt. Die Nullmutanten der LIM-Proteine actinin-associated LIM Protein (ALP)
und Cypher entwickeln ebenfalls eine DCM (Arimura et al., 2004).
Insgesamt wurde gezeigt, dass ein funktionelles CRP2-Protein fu¨r die Embryonalent-
wicklung nicht notwendig ist. Weiterhin ergab diese Arbeit, dass die adulten ko.-Ma¨use
keinen auffa¨lligen Pha¨notyp zeigen, insbesondere keine vera¨nderte Toleranz fu¨r Leberfi-
brose. Der ermittelte leichte Pha¨notyp der DCM ist in seiner Auspra¨gung zu schwach,
um als Modell fu¨r die entsprechende humane Erkrankung dienen zu ko¨nnen. Obwohl kein
makroskopischer Pha¨notyp gefunden wurde, ko¨nnte die Csrp2 -ko.-Maus Vera¨nderungen
auf zellula¨rer Ebene besitzen. Zuku¨nftige Experimente sollten dies untersuchen. Dabei
ist besonderes Augenmerk auf A¨nderungen bei der Proliferation oder der Migration von
Zellen zu richten.
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Anhang A partielle Sequenz des murinen Csrp2-Gens
17303 bp lange Sequenz der Exons 3 bis 6 des murinen Csrp2 -Gens, vero¨ffentlicht unter
der GenBank accession number: AY533303 im Internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
1 gatcttgaaa ttttgacatt cttgtgaagc ggctaccatc cataccccag agaaaagcta
61 ctgagtcttc agggggagta ggctgtgcag acagatgctg gctggctcac ggcttttggg
121 aaacctcagg ataaactgtg ggaccgagat agcctttgtc atttggaggc acctctgttt
181 taagttaaag ctatatatat atatatatat atatatatat atatatatat atatatatat
241 attcatattt taatgatgtt taaaatctat ctaccctggg gcttagtggt ttgcaggaaa
301 aatttagaca gcacaacagt ggcgattcat gatgaagaga tctactgcaa atcctgctac
361 ggaaagaagt atggaccaaa aggctatggt tatggccagg gcgctggcac gctcaacatg
421 gaccgcggtg agagactggg catcaagcca gagaggtgag agaatgttac tctcttaaaa
481 gcgggtagaa cagctcctgt cgctcaggca ccaggagcct gcatatttag tttaaactaa
541 gcaagcaaaa taaaatgtga cctctactaa atactcatat gattactacg acgttctgta
601 acgtcataat attgacagtt ttgtatctaa aaatcttagt aatgaatgca gggacttcta
661 gccctggtta tatagcattt taactgatat caggaaaaca taaatctcaa ggaacgtgac
721 ttacattaat atcccatagc actctggaga tcaaatatct tgaaatgagt gtctgaattc
781 tgagatgctt ctcatatgca attaagctgt ccacggaaag tccttagtca ctctttcctc
841 aggaaattac gatccttcaa cttagaaatt aaaaccattt cctgcttctg atgatttgag
901 ggacaaatgc gaagccagtc ttgagttctg ataaccaaag gtgtgtcact ctgataacca
961 gagtgtcctc cgttcaggtc acctaatgct gcgttcattt ccatgctcag gaaggtcact
1021 tggaacgtcc tctatttcct tcctgctttc gtccctggtt ttgaaacagg ctctccctgt
1081 atggtccaga aacagccaac ctacccctgg tggacactgt tgaaatgtac tgtacttctt
1141 atattctctt ttaagtgtat ccctgattcc aaagggattc caaatgtttc acaatataca
1201 ttacctctaa atcttcccat caatgaaaac taaattcaca agacccccaa aggctgtgtt
1261 tgtagccaga actgggaaat cacggatgct ctttctgccc tgtccccacc tttcccagca
1321 ataagcaagc tctgtgtgca cgccctatgt gcagtggtaa ccctgtctgt cccttccagc
1381 cgggccctgg tctggtcttc ctctgcgatc aggtctaagg aattcctcct cccagaggtc
1441 ttctttagga ctcaaaacca tggcctgcct tttaacacac agattaaaga gctcacaagg
1501 ggctcctcga gaggtagcac tgaggcgagt aatttatccc atcagcaaga tatttaacat
1561 ctgggccccc attttaaaac ctataacatg aagtatcata acctgtgaag ttgttaaaag
1621 accagagggg ttgcgatctc tgtaaagttc ttaatgacac actgggaatt ttcttcttgg
1681 gactctaatc ttctaagtgt tagatgtcag gtttgtaagt tttcaaagat cataagtttg
1741 ggttggaaat gatttgaaca tacaccagtg ttcgaacaac tgaagaaaca cgctgtaaat
1801 tcatgctttg aatcagccac acacacacac acacacacac acacacacac acacacacac
1861 acgactccaa gacagcaaac tagccagcag ttcatggaga aaactcccgt gtgactcaaa
1921 cacagagtga agagaggtga agggacagcg aagtcttgaa aaatgattta acgaaaaaca
1981 aaatcagcat ttctatatta agattttgac tttacttata tgactatttt aacaggtatt
2041 atatagtgtg gagttgtcac gcagcgacct gttgacttca ggttctgcaa tgccctcagc
2101 caagagggtg ttttgcatat tctagtgtga ctgcttatga atgagggaaa tcaatcctgt
2161 taactatgat tcaccctcgt aacccgtcgt aaacagtgat agaaatacca tcctgccacg
2221 ggacactgtc aggcaggaca gcagagtaac aggtaaacag tgatagaaat accatcctgc
2281 cacgggacac tgtcaggcag gacagcagag taacaggcaa acagtgatag aaataccatc
2341 ctgccatggg acactgtcag gcagagtaac aggcacattt ccaaaagtat ttcccataaa
2401 ggaaacagtt gagtcacact ttacctgcta aagatgcagt cagcaaataa tctggaaaac
2461 acgccttcct tccctagttg tgaacgactt agagtcagcc gatgtgtttg cgggtagttt
2521 ttaatgccag aattgcttac atttgacttt gcagtctctg gtgatacaca aagctatgat
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2581 cgagttatat tgctatgtct atgggggagg gataactgca tagggaagct agggacataa
2641 tacagtctgt tcacactcag agggaaagat acttcagttt caggtttggc ttgccttttt
2701 ctagtcctga tgaatccaga cacaggtaaa gttagaccat ccatgagcac ttggtgtgtt
2761 tatttttggc aacttctgac actgcccctg ggcagcagta gagctccgaa gctcctgtta
2821 gctcaggagg aacatttgga gaaacactgc ctcatttttt tctccgttcc tccagtgctc
2881 aacctcacag gcctacgaca aatccaaaca cttctaaatt tgcccagaaa tatggaggag
2941 ctgagaagtg ttccaggtgt ggggattccg tgtatgctgc ggagaagatc attggagctg
3001 ggaaggtagg gcgctgtctc taagtggtaa ctgcagcaca cactcacaca cacacagggt
3061 gctgtctgtc tctaactggt aactgtaata aacacacaca tacatacaca agcatacata
3121 gacacacaca cacacacaca cacatacata cacaagcata catagacaca cacacactta
3181 cacacacata catacacaag catacataga cacacacaca catacataca caagcataca
3241 tagacacaca cacacacaca cttccatttc ccacttacgc agtgtgttct ggtttaagat
3301 taagcatttc cagcagaatt tccattggaa tcattgattt ctgggagtga aagccatgct
3361 taactgtcat gtttaaagga acgtgttttc cctgacaatg ccgaactgcg aacaatctgc
3421 tgtggacagg ttttgcagga taatcagggc taagacacca gatgatggct agatccgtgg
3481 acttggaaaa attaccactt atttccttcg agctgctcaa ttttgagcga ggaaggttgg
3541 caactttgaa ggagcagact gggtctgtgg caaggccaga gcctgctccc aggcaaacag
3601 ccctttactg gtggctagga aggatatgga cagcaaagag ggccagcttt ctagctgagc
3661 caaaccgtag cctgaggagg ctgcttgtgc gctggttttc ccagccactt gctgcatcta
3721 gatcavtacca aaggaaacaa gcctctcaat gtcctaactc agctgtctct tccagccctg
3781 gcacaaaaac tgtttccggt gtgccaagtg tgggaagagt ctggagtcta caactctgac
3841 tgagaaagaa ggcgaaatct actgtaaagg taaaaactcg gttctgctgt ctgttagtgt
3901 caccagaaag ggagacatcg tgcactgtta ccttttgaaa atgagaccga catcttagga
3961 cagtgattac attcttccat tcctactgtg tgtgttaagt cccacacggc tggggatctg
4021 gccgaatggt aaaacgcttg cctatgtagc acattcacaa ggctgagcgc cacgctcagc
4081 acggcctccc caacctctga cttcctgctt taagccaagc atatgactac gtgagggtga
4141 cacacagaag gcagctggat ttcacgcctg cagctcatca caatcctaac ttggatgccg
4201 tgggaattcc tggactcgct tcaaacaagg atgctcatag cagagcccat tttatatctt
4261 aaactgacct ctggcagagc ctccagttgg cttttaaatt catggccatt tgttagtgac
4321 ctctgattaa ctctcccttt cctttgtagg gtgctacgca aagaactttg ggcccaaggg
4381 atttggctat ggtcaagggg caggggccct tgttcatgct cagtaatggt gtgaacccag
4441 taagcacgac agagaatctc cattaccaaa ctgcagatgg cgtttatggc gctcactact
4501 gtgaaacagc cagcacttgg cactgggcat caccgagctg cctgtggggg ctggaccgac
4561 agcgctgcac tctcccgccc actcactagc gtctaagagc attcttttac atttgaaata
4621 aaattttggc ttgatttggg taccacctct taattaacct ttcagaggag ctgttgtgat
4681 ttttagatga tgagaagtta tctggttcct tcctccagtg aaaaccagtc tcctgattaa
4741 aaaaaaaaaa aagacgttct taaaaagaca atcaattcct ttatgcagta ggctaacatt
4801 tgcactctga gagctgaaaa cgacattttt acttttgaga ttttcattca tatatatata
4861 tatatataca tatatatata tatatatata tatatatata tatatatata taacaaaaca
4921 ctctttgttg aaggtgcgct cactggcagt tttccaggct tccacacgca cacacaaatg
4981 cacagatctc tttagctgtc aagatgcttc gactgactca tgattgccaa gctccttgga
5041 gccagcagtt agcactcagc atctctttcc cttctgcccc atttgagcct gctggtggtg
5101 actctttgtc aggacagctc cctagagggt agatggaaat gatctacatt agtaacacct
5161 gggtatgaga ctctggctgg agaggtggct tggtgacttt tgggtcccca gtgccctgct
5221 gagctccggt tcagagaccc tgtctccaaa gtaaggtgat ccagtgaaac acctgatgtc
5281 aacctctgct actcacgtgg gggtagcaag gtccccactc cccagaggca ggaccctaaa
5341 taaagcactg ctggagtctt ggctgctgca cttcacacag accgttatta ctaaactgag
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5401 caacgttcta gccctgccta acaaatttta aaatcaaaac caaacagata aactttttcc
5461 aactaaccta actgaattat ggaactaagt tcgaaatgtt tacaaaagta tctagcatga
5521 ataaaaaaca aaaattacta ggtctgaaaa gaagggggaa actcatcaac tgtacatttc
5581 tataatgagg gtgggaacta tcaaaagcca ctagaactgg ccaagatgta gggggggaaa
5641 caagggatgg aggttatgta aacacttacc ctgcagggaa aaactcagga aatgctagga
5701 atcgttcaaa aaagaaagag cattcagtca acagtggaag tcctagaaac cttgctacca
5761 tgtgaggagc cagaactgcc tgagagttct tgggaggggt tggggggggg ggcagaaaaa
5821 tatcagaaga atgacagaca tttccaaatt tggtaaactt gtaaatctat agatccaagc
5881 attttgatac tataaacgct aatcactaag ctctaaaata gtgccttctc ttaaaacttc
5941 atcaaggcag gagtctgggt gcatatttct catcactgct acctgggaag caggggccgg
6001 tgaatccatg gccagccctc aacagagcag ctctgcatct ccagcagatg gggacaaagc
6061 gcacatccag gtcagaggca agggcttcct gggggtcaga gctggcctcc ttgagtgtgt
6121 gacttagacc aacactgcat attctacttg caactacaga tttcctactt caaaagtcaa
6181 aggtatttaa cagtaaacac tttgtgggga tgagggcggg tttcctaata agccctgtcc
6241 ccagatgtac tgctttttca gatagttcta caaagtagag cgagacatat gctaggaaag
6301 ccgtaccaat ctggcaaggt cagggacacg tgactaatga cgagcgggag tgcatcacat
6361 gaacatggag ttcattgtct tgagcagttc tggactgagc atcgacagtt ctggagccct
6421 tctatctcat accatgaagt taattacgaa ctgaatgtta gtctaacctg aaaccaccca
6481 atgatcgtcc cagcctctga gacctcagga aacgagactg ataacaggga agagcctcgc
6541 cataattttg cctttcaaat ttgcaaaaga aaatgctttt gtttgctatg cctggcattt
6601 gaaataacca ggatcaaagt ttagtagaaa tcattttgta aaaataatgc tttagacata
6661 cttacattca aaattcagat ttctattctt cctgaggtcc ttattagctc catggaatcc
6721 aaaaatatac tatggaaaaa ggttgtcttt ttattgcaaa agatttctcc acattcaagg
6781 agccagaaac tttagaacac caacagtttt acttttacaa acccctataa atcctgcccc
6841 tgacttcaat ccgatcaaaa cagaactgca gaatctttat tttacagtct ttctaagtga
6901 actgagcaga caccacattt aagagtcaat atttattttg attaatattt tacaaaattt
6961 tgacaggttt aaattatgta aggaggactg atttattaaa cactttacaa gtttttcttt
7021 ccacagagta acacagtaag tagctgaata atacttggca cagttataaa taaagaaaat
7081 ataaaacaaa aacattcata gcttaagtag gatgcttctt tatgcctagt atttaaaata
7141 aactcctaca aaaccaacaa aaatatgaat gaaaaaactc ccaagaactt cgtccctagc
7201 tcgtaaagga atccaactga cagtgagaac tccctccaag gaaccttcaa acacagcctg
7261 agaactggat ttatccggcc ctgcacacaa ggcctgcgga gtaaggaaac atggcgcaca
7321 gtagcctcca gaccatctga caatcctgtt ccagactcgc ggagacccaa acaagccgtc
7381 agtctggaac gcatctcctt gccaatatct tccgtggagt tccacatcta caggggttgc
7441 ctgctttacg gagaagcatc tcttgcactg aaaggatact gtaccacaaa gaaagaacat
7501 ggtaacaaca ttcttactca aactgagaaa accatcgtac tctaactgtt gataaaaatg
7561 tatctgataa aaattgcaac tgagtctcca tgtgaagtga ctcgaaatag aaaattaaaa
7621 caaatcctag cattttataa actttgaatt taaaaattac ctaaaatttc tccccattaa
7681 tagccaaaac tagccgacat ttgtacagtt gaccaatttt tttacattct atgacaaaat
7741 ggtacaatgc tattaccacc ccacacccat ctcttccctt ttcaaaaata aagtacatat
7801 gccaattcta atattaaaac cctcaagtac aatgagggta ttttgtggag gtgacttacg
7861 gtcacagaga ttactataaa atggtagtac ttggaaacac tgagcatcaa ctatgtacat
7921 gtccgctgct cctcctccta aggcagggcg ggtggaccac tagattgctt taatacctgt
7981 agccagcaat ttacagggaa tcctaagttt gcctagcact ggacatgcag tgaacttgca
8041 ggggcgagtg cctattaaca gcggtatgga acgtcacgag aagctcattc atatctccct
8101 ttgctttttg gttggacaaa atgaactgag cagctgtaaa aacactaaca cgtctagaca
8161 cagagaaaac tatttgataa gttatttata tacagataca cagtctttac actggtctag
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8221 gatgtcagtc tgaccccgcc cccagtccct cccacaggtt gcgaaccaca gtttggatga
8281 gggctaacca gagtctccct gtaaacaata ttcatggaag cagtggcaag tcgaccctga
8341 gggtgtggaa acgctgcaac acaacgtgat cagtgcatca catttaacag taagatctgc
8401 tgagaaggct tcagaaaggg ttaccaatgt caaaacatac tcaatattgg agaaattaaa
8461 acaaccctgg ggtgtaaatt ccactttctg atagatcatt aaaacaagaa tattccatta
8521 gcttttcagt tattcacatg tgctatgtac agaggtcatg ccccatcttt agcctagacg
8581 ccattatttt gtctacaatt tatttctcag ctctgaattt aaaaagcata tccacttatc
8641 tctattaata aagaattttg cattagctta tttttttttg cttcttgaaa aaaatccatc
8701 ttaactcttt taaaaattgg gctgtcttgc acatgaaatt aaatcctaat ttatgcttca
8761 ctggacagta tctgctagta tacattctat gcagtgtatc atgcacttag tagggcttta
8821 aatttcaaca aaatagtatg acttagtata ctcatgcaag tgctttattt tcagaccgtg
8881 agaccccaga gcaaggttac tagaaattat ctcactgaac tagaaataag ccagcatccc
8941 cagagccggc ggctacacaa gagcgagccg cttccatgaa cattattccc cgtgcctttg
9001 gggacacagt acagtagacc tctaataaaa ccacatgatt ctcatcacag tatttacatg
9061 tacatctaaa atgtacataa tactagtcat caatttaaga cagttttctt ggaattaaat
9121 gcaacactct taagtactgc ataatacaat gtagccgtat aacataaatt tacttttagt
9181 tataacgaca tttatcctcg gtatgccatc tctagtaaca gaataagttc actttttcat
9241 gaaaaatgtt atgagaacaa aaccaaaaag tcgagtatga tgtgaattca gacattaaaa
9301 accatgaaaa ttcatttgat gatcttctct tcctaggcgt ggcagtgtgt tctgtctatg
9361 tttgcttttg ttaataaaag tactgaacaa ggctgtcgag ttcacggtta gccctacata
9421 tagcatgcta ttgttccaag gacgtggatt cgagggagag agagacaggg acagacgcaa
9481 tcctcaggca ccactcagta acactgagtt cctggcatcc ggacgctgct gctacacaag
9541 ctggtaccca gatcctgata tttggtcata ttctatagtg tactgcctgg tccagtccac
9601 gataacagga cgaaagaggc cacagcatcg aaattcaaag aagtctataa tattccttac
9661 acatccatgg ctaaagtcag accccaaaag aaaggagaat tcagttagta tgagtgactt
9721 aataacttct atatactttt caagtttaaa ttttttctaa gcttaaaaac tcaggatgct
9781 tgcaagaaag aagtaactta tcactgtaaa atgaatatcc acagctctac cagcaagtat
9841 tttcttcttt ttaagatatt acacaattat actttagagt gacccaactg ctccacttca
9901 gtgtgtatat attatttgct tctaaaacac acaacaacaa caacaacagc aaaaaccatg
9961 cttcatcaat cactggcact ttgccaatta atcaaacaag ttccaaaatt gagaaaagaa
10021 gtaaaagtga aaacaattta ttatacagtc taaatttgac aatggccttt actaaaatta
10081 acggactata taaagaatgc cggggtgagc gctagaactt taagactcag taacacttgg
10141 aaagcagccc acttgacacc ttctatctta taatcagacc tcatctatga gtcttccctt
10201 ccataagcat ccagtgactc atcataccaa cgtgtgaggg tcagcaggag ccttataaac
10261 aacctcaact ttaaacattt cattaattag tgcacaatta cttctaagca ccgggtaaga
10321 ggctaacttt acagtataca tagagtataa ctgtatattg tgtaatgtga cagagtctac
10381 atcatagtta tgatgacctg actaatgtac aaaccttaaa ctcagtagta attaaacccc
10441 gggtaagcac agctaaagga aacatcgtac ttcagatgtt gttctataga aagcacaaat
10501 ccctatggag actgcatccc tttgatgcat ttactactta ttattgagtt tgctttctaa
10561 ggaaacatta acaaaggaca atgctacatt tataaatata tacatacttg aatgggcttt
10621 caatagatgt tgtcgtaact ttaaagtgct tgtatctcct ggcgttcatt ctttcatttg
10681 tagtaatacc taaacatgtt atctaagaag gggaaagcag ctcattagcc tttctgaaca
10741 ttcaatagaa caaaattctc tagcacagaa agctgtggtt tgccacagac cagcaagcta
10801 cttcacacag tatcactgct actgtgagaa gtagacaatt aaatatgaaa gtatatgtac
10861 acacacgttg ctgaacactg cacatactct gataagacac tgtggacagt ctcccccaga
10921 gtcttgaaaa gtcagtgccc catgcctgta atcctagcag tcaggaagct taggcaggaa
10981 gaacccaaat tcagagtcgg cctgctctac aaaggaatac tgttccaaaa aaaacaaaga
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11041 gaaagagaag ttccatgaag gacttttaaa taaatacttt tataactttt ataagcaaaa
11101 ttaacagtct cacagtgtaa gttcaaaata ggttccactg caaatacctg aataaagagt
11161 aaaaactctc cggaaactag aatacgaaag aaaggaggca gaaagaaaaa gcaaatacag
11221 aatagcactg ctccgtagca agccagaggg gctggagaga caagcgtcac ggtcagcacg
11281 gtacggaggc agcactggca cacacctggt acagctgaca catgagcagc acggccaccc
11341 acaggaagtg aaacacactg ttgagaaaca tccagaacat ccacggggag catgtggcga
11401 tctgagttat gtatgtccaa aacccatcct tggtgtacgt ggtctcacag tgaaggcccc
11461 agtctaaatc agaagacagg cgacacattt acccttccag tcacctcacg tgtacgctga
11521 caacagtcta gatttaactc atcatataaa cagcaatggt ttctataatc ttagtacttc
11581 tataagacat caataaaaac ataccagagc aaagactgag aaaatggctg ccacacttaa
11641 aaacattcct gcctgataag aataaacagt attagacctg ctatcccatg ttcccagtac
11701 tggcgaaaac gtctttaaac gagataaatg acacaaggca acttacaagt tggatcttct
11761 aacacaaaac tggcagagga ttattaatgg cctctgctgg taggaaagtg ttgcttgtta
11821 ggtatgttga cctaggaatc aggtgaggtt tctggactga atggtttccg tctctttggg
11881 gactgtattg attctgtcct tctgtttatt gctatctcca gtcttccatg ctcaaagtca
11941 caagaagcat cctcctcctc taagctctta aggcatcagg ccactggtgc agcaagtgac
12001 aagttatctt taaatagtaa ctctgaaacc cgcggccact gctcagtagg cagcacttta
12061 taccatggtt tgcagattag tttaggttta tgcaaattta actgtaagtt tgtttgatgg
12121 gaaacaaaga ggaggtagca tagccactgg atccactccg gccagtggag caagcgcgtg
12181 actgtgagct gttagaaacc tttcagagct tattaaccca agaaaggatg ctcatattaa
12241 agggggctca ctgaccatgg tctgcttgta ccagacactg aatacgtttg ataattaggt
12301 taccttagtt tttttcttta ggcttcatta gatgcccaaa caatacattt tttgttaaaa
12361 gattaattag ttaatacact aaatgttaag tatataaaca tttatgtttt aagaaagcag
12421 aaattaattg tactcacaag agacacaacc atagatcatc cagcagatca tgaaaagcaa
12481 gaagaacagg taccccataa agtacctatg gttgcctgca cctaaaacaa cacagaagca
12541 agggctttca gctgagagaa aagcaactgc tcacacccca ccaggaactc acgaggcaca
12601 cgtgtgctgg gacttggaca gtaatcacac aggtgatgta ttttgtaaaa cggttcacgg
12661 aaattgttgt aaaatagttt taaaataaga atacacttgt gaggagagca acaacattca
12721 tctgtaggca agggagtccc ccaaaagaac acaaaccata actgtggctt tcaaccctgc
12781 tctttaggtc tgagggtccc attaagcctt tccatctccc ttttatagcc ttgcagtgga
12841 tatttccaag ggctcctgtc ccgctgccat gcagtctttg taagcacttc tctgtctatc
12901 accgtgtcca tctgaagctg ctttcatatg gctggatgca cagtggcatg gggagtgtga
12961 cccagctact ctccctgcct ctgagacatg tttacaagta ttaccaacta ctgctgtact
13021 ctctccagct ccatgcttac ataaacagta tttgcctcgt cagatggatt cgttcttact
13081 tgatggagaa agaaggacaa agcagacatc agaaagaatg cacagtcaaa caattagact
13141 cttcagactg attttcacac acacccatac atggacatgc actcagtgag ctgctataca
13201 gacaacaaga agttaattta ggaagcatgt ggggtgtaag aatgaactat ctatttagtt
13261 actgttcttc atcagttacc tgaaggaatt taaaccatca cacacttaga ggttgctaac
13321 gtaacttacc tacacagtta cccacccatg ggcaatggtg atcaaatttc gctatacagc
13381 ggttgcacac accacagtgt ttggacctca ctggcttccg aatctagtaa aagacagtga
13441 agtattataa aaacactgta tataagaaaa tcaaagctaa acatttatat tgtcaaaata
13501 caattggaaa aagacagtac tatatttttt gaaagctatc tcaacatttc caaaccaagg
13561 aaaccaaaca aaattactgt tcatttgttc aaagcaaaaa ctatagcaac aaaaggtaaa
13621 gtactccata atatgaaatc ttaaaacaat ttgttaataa gaagaaaagg atggccaatg
13681 ctatggagta acaactgaac tctgaacacc agttctctgg actgaatagt aggtgcacag
13741 gaagtggcct actactgtac aaactctcca aaaataagaa ttaaagataa atctgttaca
13801 ataactgatt attacatact taattcacgg gttatatata ttctgaggga caaagtggac
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13861 tgtagctctt aaaccaacaa gaatggtctg gactaaagag aaggatgagt tcttctttct
13921 cacagatgtg actatatcta ttaaggaggc acaggaggca tcaaaacccg ccgccacttg
13981 tagcactcgg ttatattttc ctttaggtaa ttccacttca aaagaatctg agcaacttgc
14041 caaaaaaaat aaataaatga caacaacagc aacaaaactg agtttaacaa agagcatgga
14101 gggggagctg tcttctgtca gggggaattc ccttttctga cagaaaatga aaaggacagg
14161 cacaaacata ttccaatcat aaatggaaaa cagagctgtc tgtctaaacc ttcccacaat
14221 cctaagttat gtgaattatt ttatttattt actattatgt actaataaca agacattagt
14281 ttacctgcag tatataattt aaatgccttt aatttgatgt atgatttgga gaatttttac
14341 attgattgaa aagaaccaat tttcagttta gtgatgacat agtactccaa gttgcaccga
14401 cacttccaga caaatacgca aagtgtattt aaaactatct gtctgaagaa taatctatgg
14461 aacttttaaa ctcaagaaaa aatttaaacc atagccaaac cgtttgctgc taagtagttg
14521 tcagttttca ctgagtcaca ttttgaaagg gtaaggagga tgagaacggt gtgagtggga
14581 ctctgatgtg ctgtcggcgt ctgctactgg gaacaggcac agcccagatg caaacatccc
14641 tcactgtctc atctaccaca gactacagga tgtgaggagt gctctaccca atactccctc
14701 tgtcctatga tggcgtcagc aggaagagga gagaaataag agaagataat gaatattacc
14761 aagcaggtac tgcagaatat actgaggtcc agacttccag tctctgcaag ttcaactatc
14821 gtctgtggat ttaaaaacca aaagccacct ttttactcaa aactgaataa tgctcaccaa
14881 ttcctttgtt attactagga acatgccatt cttctcaacc ttttcaagct cacataagac
14941 ctacgagtga ctcgcctgtg ctgtgtcact accgtatagg aactgaggac cgtcagcaca
15001 gcaacttgta tgcagcccac ctcagcgggg agcaggccac agaacttgct aatgtcagtt
15061 cactgtggac agaaatgatt cattaagatt tgtttccttt ttaaaagagc tttctggctt
15121 tgttttctta ttgtttcttg cgattgggtc tcccatagcc cagacaggtc cacttcctgg
15181 tcctcctgct actgcctcct gagggccaag attatatatg gcattcagct aaaacagctc
15241 ttacttaaca aatctgcaat gcccagccca gttacctact gacaaaaaac ttcacataca
15301 tttagcctca agttcgtgtc aaaggaaaac aatgcctaca ccagtcatat actgtatttt
15361 ggctactgga gtggggtatc tgtactctca attgactggg tttcaagttt agtgggtaat
15421 ttaacaacca tgtccttggg gtgagtgcta gagagatgtt tccgatataa cattcacctc
15481 tgaaaagcag cagagcatct ttgtaaagga gagagatgtc agtcacacag cgtgtgactg
15541 tgtgccatca caagggcacc aggacggaca ccacttaaaa tatgggcccg cacaattctg
15601 cttgggctgt caccaattct aagagttcct gcccttccct gactctgctg caactaccga
15661 gaaactggcg gttagttagt tagctgggta tatcaccacc tttttctttt gttcttctgt
15721 agctttaata atccctggat ctgatttcca agactttcca aaattgtaga aaagagcaac
15781 gctgttggca aggaagggga ggtggatgaa caggaagttg agatgtgtcc aagttaagga
15841 atccgagaca gcagtaatag gcaagctctt ccagggggct atagtgcaca tgctcttacc
15901 acacaagaac atctatcggc caaaagggta tgttttctaa gtccgattat actttcccat
15961 aataaccatt tctaagtatg aaaggaaaaa tgtgactttc tattaattca ccttacataa
16021 tactttgaaa gtcagcaaac attaaaaaac tcagagccgg gcgtggtggc gcatgccttt
16081 aatcccagca cttgggaggc agaggcaggc ggatttctga gttcaaggcc agcctggtct
16141 acaaagtgag ttccaggaca gccaggggta tacagagaaa ccctgtctca aaaacaccag
16201 aaaactcggt agattaggtg atcaatattg cttttaacaa aatgaagtta ttttcacatt
16261 taaagttaaa cacatacttt ttttcttgca ctaaaaattt tatatactat ataaatatgt
16321 acagatataa aactcttgag atacctgcca tgattagctt tagctgtcca cttgacataa
16381 cctagactca ccagggaggg ctcaacaggg atatggtcag acctagctca gtctgagaag
16441 tgccgcccca gcagggggcc ctgaacaatg caggggtgag gctatcaagc tgaggccagg
16501 caaggaagca ggtaagcatt ttagctttag gaaacatttt taaactttcc taaaatagca
16561 agggttacaa caaatgcacc aggccattta caaatataaa agaatgagaa actataaaaa
16621 atattgctaa agcaacacag ccctgaatag aaaatatctg gttgactcaa tagcattttt
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16681 aagatgtgat gctgagataa ctaacataca agaatgctga aagaagccgg gtggtggtgg
16741 cgcatgcctc taatcccagc actcaggaag caaaggcagg cggatttctg agttcgaggc
16801 cagcctggtc tacaaagtga gttccaggac agccagggct atacagagaa accctgtctc
16861 tgaaaaaaga aaaaagaaaa aagaaaaaaa aaaaaaagaa tgctgaaaga tgtcatgaac
16921 atgtacctgc ttatatttta catgaaggac agttacaaag acaacttgaa tgagataatc
16981 tacatgtgtt tgattaaaat ctgaacactg aacaaccaca tcaaatacaa gagaagcaga
17041 aaggggactc attatcagca cctgctaagc aatcccagca cacagctccg tagtgacaca
17101 tcgacctctg caccagcact gatcaaaaaa aacactgcca agtcttctgg caaaaagcat
17161 tatcttactc ttttaactgt gagcttcaaa acacacacac acacacacac acacacacac
17221 acacacacac ccatgcacac atacacacac acacgcgcac acacacacac acacacacac
17281 tagtagatgt aaacagccag atc
Anhang B schematische Darstellung der erzeugten
Expressionsvektoren
Abbildung 40: Schematische Darstellung des Expressionsvektors H1pCMV-Myc
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B schematische Darstellung der erzeugten Expressionsvektoren
Abbildung 41: Schematische Darstellung des Expressionsvektors D2pCMV-Myc
Abbildung 42: Schematische Darstellung des Expressionsvektors 19pCMV-Myc
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Anhang C Western Blot mit α-Tubulin-Antiko¨rper
Abbildung 43: repra¨sentativer Western Blot mit dem α-Tubulin-Antiko¨rper.
Anhang D Abbildungen der HSC-Experimente
Abbildung 44: Ergebnisse der PCR-Experimente mit cDNA von WT-HSC mit Csrp2 -
spezifischen Primern.
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D Abbildungen der HSC-Experimente
Abbildung 45: Ergebnisse der PCR-Experimente mit cDNA von WT- und ko.-HSC mit
CollagenαI-spezifischen Primern.
Abbildung 46: Ergebnisse der PCR-Experimente mit cDNA von WT- und ko.-HSC mit
Collagen III-spezifischen Primern [in % relativ zu Kulturtag 2].
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Abbildung 47: Ergebnisse der PCR-Experimente mit cDNA von WT- und ko.-HSC mit
αSMA-spezifischen Primern [in % relativ zu Kulturtag 2].
119
E Entwicklung des Ko¨rpergewichts der Ma¨use
Anhang E Entwicklung des Ko¨rpergewichts der Ma¨use
Mittelwerte des Ko¨rpergewichts der Ma¨use in Gramm
Ma¨nnchen (Anzahl) Weibchen (Anzahl)
Alter in hetero Mutant Wildtyp hetero Mutant Wildtyp
Wochen (12) (11) (12) (12) (12) (11)
4 17,1 ± 1,8 15,6 ± 2,5 16,5 ± 2,9 15,9 ± 1,1 14,6 ± 1,4 14,9 ± 1,5
5 22,5 ± 1,6 21,2 ± 2,0 21,0 ± 1,9 18,2 ± 1,0 17,1 ± 1,3 16,8 ± 1,8
6 24,6 ± 1,3 22,7 ± 2,1 22,9 ± 1,2 18,7 ± 1,2 18,5 ± 1,3 17,9 ± 1,3
7 25,8 ± 1,2 24,0 ± 1,9 24,6 ± 1,1 19,4 ± 1,2 19,5 ± 1,6 18,5 ± 1,4
8 27,0 ± 1,3 25,5 ± 1,7 26,0 ± 1,4 20,1 ± 1,1 20,3 ± 1,3 19,3 ± 1,4
9 27,9 ± 1,6 26,4 ± 1,8 27,2 ± 1,6 20,9 ± 1,1 21,0 ± 1,5 19,8 ± 1,6
10 28,8 ± 1,9 27,1 ± 1,8 28,0 ± 1,6 21,6 ± 1,5 21,9 ± 1,4 20,5 ± 1,5
11 29,0 ± 1,7 27,8 ± 1,7 28,6 ± 1,7 22,0 ± 1,2 22,2 ± 1,6 21,1 ± 1,5
12 29,6 ± 2,2 28,3 ± 1,6 29,2 ± 1,7 22,6 ± 0,9 23,0 ± 1,9 21,6 ± 1,6
13 30,1 ± 2,3 28,8 ± 1,6 29,8 ± 1,9 22,9 ± 1,0 23,2 ± 1,9 21,9 ± 1,7
14 30,6 ± 2,5 29,5 ± 1,9 30,4 ± 1,9 23,1 ± 1,0 23,5 ± 1,9 22,3 ± 1,6
15 31,2 ± 2,6 29,8 ± 1,9 30,7 ± 2,2 23,4 ± 1,2 23,6 ± 1,7 22,5 ± 1,7
16 31,3 ± 2,7 30,3 ± 1,9 30,9 ± 2,1 23,3 ± 1,0 24,0 ± 1,9 22,6 ± 1,8
17 31,6 ± 2,8 30,5 ± 2,1 31,3 ± 2,1 23,7 ± 1,2 23,9 ± 1,9 22,7 ± 1,7
18 31,9 ± 3,0 30,9 ± 2,2 31,8 ± 2,4 23,6 ± 1,2 24,0 ± 1,8 23,0 ± 1,8
19 32,2 ± 3,1 31,2 ± 2,0 32,1 ± 2,2 24,1 ± 1,2 24,2 ± 1,8 23,3 ± 1,7
20 32,5 ± 2,9 31,4 ± 1,9 32,0 ± 2,1 24,3 ± 1,0 24,5 ± 1,7 23,4 ± 1,5
21 32,8 ± 3,3 31,7 ± 2,2 32,2 ± 2,4 24,6 ± 1,0 24,4 ± 1,7 23,7 ± 1,6
22 32,9 ± 3,4 31,9 ± 2,3 32,5 ± 2,5 24,7 ± 1,1 24,8 ± 2,2 23,9 ± 1,8
23 33,2 ± 3,3 32,1 ± 2,3 32,3 ± 2,5 25,0 ± 1,1 24,7 ± 1,7 24,1 ± 1,2
24 33,3 ± 3,3 32,8 ± 2,6 32,7 ± 2,2 24,8 ± 0,9 24,6 ± 1,8 24,0 ± 1,5
25 33,4 ± 3,0 32,7 ± 2,5 32,5 ± 2,4 24,9 ± 1,2 25,1 ± 1,9 24,6 ± 1,7
26 33,6 ± 3,2 32,8 ± 2,4 32,8 ± 2,7 25,5 ± 1,3 25,3 ± 1,9 24,4 ± 1,5
27 33,9 ± 3,1 32,7 ± 2,4 32,8 ± 2,4 25,2 ± 1,2 25,6 ± 2,1 24,7 ± 1,6
28 33,8 ± 3,3 33,2 ± 2,0 32,8 ± 2,4 25,3 ± 1,3 25,5 ± 1,8 24,6 ± 1,7
29 34,1 ± 3,5 33,0 ± 2,4 33,0 ± 2,4 25,3 ± 1,2 25,3 ± 1,8 24,7 ± 1,6
30 34,2 ± 3,6 33,2 ± 2,3 33,4 ± 2,4 25,5 ± 1,0 25,6 ± 2,1 24,8 ± 1,7
31 34,4 ± 3,6 33,6 ± 2,3 33,3 ± 2,4 25,7 ± 1,3 25,6 ± 2,0 24,7 ± 1,9
32 34,7 ± 3,5 34,0 ± 2,7 33,5 ± 2,4 25,7 ± 1,3 25,7 ± 1,7 25,0 ± 1,6
33 34,8 ± 3,9 33,9 ± 2,4 33,6 ± 2,5 25,8 ± 1,4 25,7 ± 1,9 25,3 ± 1,9
34 35,0 ± 4,0 33,8 ± 2,5 33,5 ± 2,3 25,8 ± 1,0 25,6 ± 1,7 25,1 ± 1,3
Tabelle 18: Ko¨rpergewicht der Ma¨use im Zeitraum von 5 - 40 Wochen Lebensalter
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Mittelwerte des Ko¨rpergewichts der Ma¨use in g
Ma¨nnchen (Anzahl) Weibchen (Anzahl)
Alter in hetero Mutant Wildtyp hetero Mutant Wildtyp
Wochen (12) (11) (12) (12) (12) (11)
35 35,1 ± 3,7 34,3 ± 2,5 33,5 ± 2,3 25,7 ± 1,3 25,9 ± 2,3 25,2 ± 1,6
36 35,3 ± 3,6 34,4 ± 2,6 33,7 ± 2,2 26,0 ± 1,3 25,8 ± 1,6 25,1 ± 1,5
37 36,1 ± 3,7 34,5 ± 2,4 33,9 ± 2,1 26,3 ± 1,8 26,1 ± 1,8 25,5 ± 1,9
38 36,5 ± 3,7 34,7 ± 2,8 33,7 ± 2,3 26,4 ± 1,5 26,1 ± 1,8 25,5 ± 1,6
39 36,2 ± 4,0 35,0 ± 2,5 33,7 ± 2,3 26,0 ± 1,2 26,2 ± 2,1 25,4 ± 1,7
40 36,2 ± 3,8 35,1 ± 3,0 34,1 ± 1,8 26,2 ± 0,9 26,9 ± 1,9 26,3 ± 1,3
Fortsetzung Tabelle 18
Anhang F Ergebnisse der CCl4-Versuche
Mittelwerte des Ko¨rpergewicht der Ma¨use in %
Tag ko. 6 Wo ko. 10 Wo ko. unbeh. WT 6 Wo WT 10 Wo WT unbeh.
1 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 7 100 ± 7 100 ± 14 100 ± 8
4 99 ± 3 89 ± 6 96 ± 8 98 ± 11
8 100 ± 3 96 ± 7 105 ± 9 99 ± 8 107 ± 7 103 ± 8
11 102 ± 5 94 ± 8 100 ± 9 102 ± 6
15 101 ± 5 97 ± 11 110 ± 7 109 ± 8 98 ± 12 108 ± 8
18 105 ± 4 95 ± 10 110 ± 8 98 ± 13
22 113 ± 4 104 ± 11 114 ± 8 116 ± 8 110 ± 13 111 ± 9
25 113 ± 4 103 ± 8 115 ± 9 109 ± 12
29 114 ± 6 107 ± 7 119 ± 8 119 ± 9 105 ± 13 115 ± 9
32 117 ± 4 107 ± 9 118 ± 7 112 ± 14
36 117 ± 6 111 ± 7 120 ± 9 123 ± 8 124 ± 8 118 ± 9
39 120 ± 5 111 ± 8 121 ± 7 118 ± 8
43 119 ± 3 116 ± 10 124 ± 10 120 ± 5 126 ± 7 121 ± 10
46 114 ± 8 129 ± 7
50 118 ± 7 125 ± 10 128 ± 8 122 ± 10
53 117 ± 8 128 ± 7
57 116 ± 7 127 ± 10 132 ± 8 124 ± 9
60 117 ± 7 131 ± 9
64 117 ± 9 127 ± 9 133 ± 7 125 ± 10
67 120 ± 9 128 ± 6
71 123 ± 9 130 ± 11 133 ± 5 126 ± 11
Tabelle 19: Entwicklung des Ko¨rpergewichts der Ma¨use wa¨hrend der CCl4-Versuche im
Vergleich zu unbehandelten Tieren. Das gemittelte Ko¨rpergewicht bei Versuchsbeginn
wurde 100 % gesetzt und die anderen Werte relativ dazu berechnet.
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F Ergebnisse der CCl4-Versuche
CCl4-Experiment 1 - 6 Wochen Injektion
Bilirubin AST ALT γ-GT AP Bem.
[mg/dl] [U/l] [U/l] [U/l] [U/l]
WT Nr.1 0,3 1240 110 < 3 94 Ha¨m
WT Nr.2 0,4 244 168 < 3 96 Ha¨m
WT Nr.3 0,3 1768 178 < 3 108 Ha¨m
WT Nr.4 0,3 2830 524 < 3 93 Ha¨m
ko. Nr.1 0,4 105 35 < 3 113
ko. Nr.2 0,3 1720 277 < 3 95 Ha¨m
ko. Nr.3 0,3 2340 339 < 3 99 Ha¨m
ko. Nr.4 0,4 75 38 < 3 106
ko. Nr.5 0,3 840 99 < 3 69
ko. Nr.6 0,4 92 28 < 3 114
WT Ø 0,33 ± 0,04 1521 ± 933 245 ± 163 < 3 98 ± 6
ko. Ø 0,35 ± 0,05 862 ± 385 136 ± 125 < 3 99 ± 15
ko. Ø 0,38 ± 0,04 278 ± 324 50 ± 28,5 < 3 101 ± 18 1, 4-6
CCl4-Experiment 3 - 10 Wochen Injektion
WT Nr.1 0,3 79 61 2 85
WT Nr.2 0,3 76 62 1 85 Thr
WT Nr.3 0,3 93 77 1 91 Thr
WT Nr.4 0,2 71 48 1 84 Thr
WT Nr.5 0,3 70 54 1 91
WT Nr.6 0,3 79 65 1 88 Thr
WT Nr.7 0,3 71 43 1 84
WT Nr.8 0,3 61 36 1 59
ko. Nr.1 0,3 112 87 - 84 S-
ko. Nr.2 0,3 53 42 - 81 S-
ko. Nr.3 0,3 50 36 - 97 S-
ko. Nr.4 0,3 79 85 3 100
ko. Nr.5 0,2 - - - - S-
ko. Nr.6 0,3 41 44 4 71
ko. Nr.7 0,3 122 82 - 97 Thr
WT Ø 0,29 ± 0,03 75 ± 8,7 56 ± 12 1,1± 0,3 83 ± 9,6
ko. Ø 0,29 ± 0,03 76 ± 31,2 63 ± 22 3,5 ± 0,5 88 ± 10,5
Tabelle 20: Serumparameter der Tiere der CCl4-Versuche und unbehandelter Kontrollen.
In der letzten Spalte sind Bemerkungen zum Serum angegeben: Ha¨m = ha¨molytisch,
1,4-6 = Nr. der ko.-Tiere aus Experiment 1, Thr = Thrombozytenaggregate vorhanden,
S- = zu wenig Material.
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unbehandelte Kontrolltiere Alter 16 Wochen
Bilirubin AST ALT γ-GT AP Bem.
[mg/dl] [U/l] [U/l] [U/l] [U/l]
WT Nr.1 0,3 45 26 1 129
WT Nr.2 0,3 51 27 1 156 Thr
WT Nr.3 0,3 47 32 1 146
WT Nr.4 0,3 150 68 1 116
WT Nr.5 0,2 47 28 1 130
ko. Nr.1 0,3 52 25 1 124 Thr
ko. Nr.2 0,3 47 31 1 142 Thr
ko. Nr.3 0,2 41 29 1 121
ko. Nr.4 0,3 56 44 1 110
ko. Nr.5 0,3 - 52 1 132
WT Ø 0,28 ± 0,04 68 ± 41 36 ± 16 1 135 ± 14
ko. Ø 0,28 ± 0,04 49 ± 5,6 36 ± 10 1 126 ± 11
Fortsetzung Tabelle 20
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F Ergebnisse der CCl4-Versuche
CCl4-Experiment 1 - 6 Wochen Injektion
Tier F-Score F-Score F-Score
WT Nr.1 2 2 2 bis 3
WT Nr.2 2 2 bis 3 2 bis 3
WT Nr.3 1 2 2
WT Nr.4 1 bis 2 2 2
ko. Nr.1 2 2 bis 3 2 bis 3
ko. Nr.2 1 2 2
ko. Nr.3 2 3 2 bis 3
ko. Nr.4 3 3 3
ko. Nr.5 2 3 2 bis 3
WT Ø 2,0 ± 0,41
ko. Ø 2,4 ± 0,55
unbeh. 0,0
CCl4-Experiment 3 - 10 Wochen Injektion
Tier F-Score F-Score F-Score
WT Nr.1 3 3 3
WT Nr.2 2 bis 3 2 3
WT Nr.3 2 bis 3 2 2 bis 3
WT Nr.4 2 bis 3 2 bis 3 2 bis 3
WT Nr.5 3 2 3
WT Nr.6 2 bis 3 2 2 bis 3
WT Nr.7 3 2 bis 3 3
WT Nr.8 3 2 2 bis 3
ko. Nr.1 2 bis 3 2 2 bis 3
ko. Nr.2 3 2 bis 3 3
ko. Nr.3 2 2 3
ko. Nr.4 2 2 2 bis 3
ko. Nr.5 3 2 3
ko. Nr.6 2 bis 3 2 3
ko. Nr.7 2 bis 3 2 2 bis 3
WT Ø 2,6 ± 0,37
ko. Ø 2,5 ± 0,41
unbeh. 0,0
Tabelle 21: Ergebnisse des Stagings der Leberschnitte der Tiere der CCl4-Versuche und
entsprechender unbehandelter Kontrolltiere.
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Anhang G Untersuchung der Z-Scheibe des Herzens
Abbildung 48: Immunfluoreszenz-Aufnahmen fu¨r α-Actinin von einem Wildtyp- (A),
Csrp2 -ko.- (B) und Csrp3 -ko.-Tier (C).
Anhang H Elektronenmikroskopie der Intercalated disk
Abbildung 49: EM-Aufnahme des linken Ventrikels einer Csrp3 -ko.-Maus (Vergro¨ßerung
18000, Negativnummer 42353).
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H Elektronenmikroskopie der Intercalated disk
Abbildung 50: EM-Aufnahmen des linken Ventrikels der WT-Ma¨use (Vergro¨ßerung 18000,
Negativnummern 42369 und 42370).
Abbildung 51: EM-Aufnahmen des linken Ventrikels der Csrp2 -ko.-Ma¨use (Vergro¨ßerung
18000, Negativnummern 42377 und 42379).
126
Anhang I Faserausza¨hlung
Angabe der Faserdicke in µm
Feld Ko. Ko. Ko. WT WT WT WT
1 16,7 16,3 17,1 14,6 16,7 15,9 15,9
2 20 19,4 17,5 16,7 16,3 16,3 14,2
3 17,9 20 16,3 14,9 13,7 17,1 14,2
4 19,4 17,9 16,3 15,2 15,9 14,2 14,6
5 15,6 15,6 15,9 14 14,2 14,2 14,9
6 15,9 16,7 18,4 16,7 15,6 15,9 13,5
7 19,4 17,5 17,1 16,7 15,2 15,2 13,7
8 17,1 17,5 18,9 15,2 15,9 14,2 14,2
9 18,9 16,7 16,7 14,9 16,7 17,5 17,5
10 17,1 19,4 17,9 14,2 17,5 17,5 16,7
11 17,5 20 17,9 15,9 16,7 15,9 15,9
12 17,9 17,9 17,5 15,6 15,9 15,6 15,6
13 15,6 17,9 17,1 14,9 16,3 15,2 14,9
14 15,9 15,6 17,9 14,9 17,5 15,9 15,2
15 16,7 16,3 17,1 16,7 16,7 14,9 14,2
16 18,9 17,1 16,7 14,9 14,9 15,9 14,6
17 17,9 17,9 15,6 16,3 15,6 15,6 14,6
18 15,9 16,7 15,2 15,9 14,9 14,2 17,1
19 17,1 16,7 16,3 15,2 15,2 17,1 16,7
20 15,9 16,3 15,9 15,6 14,2 17,5 15,9
Ø 17,4 17,5 17,0 15,5 15,8 15,8 15,2
SD 1,4 1,3 0,9 0,8 1,0 1,1 1,1
Tabelle 22: Mikroskopische Analyse der Herzfasern der Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨use.
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J Echokardiographie der Ma¨use
Anhang J Echokardiographie der Ma¨use
Tier Herz [g] Herz/Ko¨rper [g/kg]
WT 1 0,19 5,85
WT 2 0,17 5,96
WT 3 0,21 7,19
WT 4 0,18 5,68
WT 5 0,18 6,16
ko. 1 0,20 6,21
ko. 2 0,19 3,92
ko. 3 0,19 4,55
ko. 4 0,16 4,30
ko. 5 0,20 5,88
WT Ø 0,19 ± 0,01 6,17 ± 0,54
ko. Ø 0,19 ± 0,02 4,97 ± 0,91
Tabelle 23: Echokardiographie der Csrp2 -ko.- und WT-Ma¨use.
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